﻿EDUCATIE INALTA A A Vorobyov, Yu S Krivoshein, V P Shirobokov MEDICALE SI SANITARE MICROBIOLOGIE Recomandat Asociație educațională și metodologică pentru educația medicală și farmaceutică a universităților ruse ca manual de microbiologie, virologie, imunologie pentru studenții universităților de medicină Moscova "^ ^ ACADEMA UDC , / BBC ya B Recenzorii Doctor în Științe Medicale, Profesor al Departamentului de Epidemiologie a MMA, numit după I M Sechenov N I Briko, Doctor în științe medicale, profesor al Departamentului de Microbiologie, MGMSU numit după N A Semashko V N Tsarev Vorobyov A A В Microbiologie medicală și sanitară: Ghid de studiu pentru studenți superior Miere studii, instituții / A A Vorobyov, Yu S Krivoshein, V P Shirobokov - M : Centrul de Editură "Academia", - p , [ ] l culoare bolnav ISBN - - -X Sunt prezentate metode moderne de diagnosticare de laborator a infecțiilor bacteriene, precum și a bolilor cauzate de viruși, ciuperci, protozoare și helminți, frecvente în țara noastră și în străinătate Metode de efecte antimicrobiene și de examinare sanitară și microbiologică a obiectelor relevante din punct de vedere al apariției și se administrează răspândirea infecţiilor Se prezintă caracteristicile metodelor de cercetare microscopice, culturale, serologice, alergologice, biologice și de altă natură general acceptate și de ultimă oră, se analizează aplicarea lor în diagnosticul infecțiilor Pentru studenții instituțiilor de învățământ superior medical UDC , / BBK ya ISBN - - -X LISTA DE ABREVIERI AG - antigen AT - anticorp (imunoglobulina) BGKP - bacterii din grupul Escherichia coli infecții nosocomiale Gr -gram-negativ Gr+ - Gram-pozitiv IF - imunofluorescență ELISA - imunotest enzimatic ICHN - soluție izotonică de clorură de sodiu IEM - microscopie electronică imună CFU - unități formatoare de colonii MPU - instituție medicală și de prevenire MIC - concentrație inhibitorie minimă MPA - meat-peptone agar MPB - bulion de carne-peptonă NA - acizi nucleici TMC - numărul total de microbi ARVI - infecții virale respiratorii acute PAS - surfactanți PCR - reacție în lanț a polimerazei RA - reacție de aglutinare RBT - reacție de transformare a blastului limfocitelor RVIEF - reacție contra imunoelectroforeză RHA - reacție de hemaglutinare RGads - reacție de hemadsorbție RGadsTO - reacție de hemadsorbție pe bază solidă RIA - radioimunotest RIF - reacție de imunofluorescență RIEF - reacție de imunoelectroforeză PH - reactie de neutralizare RIGA - reactie indirecta de hemaglutinare RONGA - reactie de hemaglutinare indirecta inversa RP - reactie de precipitare RPG - reacție de precipitare a gelului RPNG - reacție de deteriorare a granulocitelor neutrofile RWG - reacție de hemoliză radială RSK - reacție de fixare a complementului RTGads - reacție de inhibare a hemadsorbției RTML - reacție de inhibare a migrației leucocitelor RTHGA - reacție de inhibare a hemaglutinării indirecte RTHONGA - reacție de inhibare a hemaglutinării indirecte inverse SPM - microorganisme indicative sanitare UPM - agenți patogeni oportuniști CAO - membrana corion-alantoica a embrionului de pui CPE - efectul citopatic al virusului EM - microscopie electronică DE LA AUTORI Microbiologia este o disciplină integrală care combină o serie de subiecte independente care sunt strâns legate între ele - bacteriologie, virologie, micologie, protozoologie și imunologie, așa că este rațional să le studiem cuprinzător (într-un singur algoritm) Cunoașterea diagnosticului de laborator al bolilor infecțioase și parazitare care apar în țara noastră și în străinătate este necesară pentru ca un medic de orice specialitate să implementeze măsuri terapeutice și preventive corecte și în timp util În manualele și materialele didactice de patologie infecțioasă publicate în ultimii ani pentru studenții la medicină, accentul este pus pe etiologie, patogeneză, prevenire și tratament, în timp ce diagnosticele de laborator sunt prezentate pe scurt, schematic, metodele expres de cercetare nu sunt reflectate în mod adecvat Acest manual prezintă în detaliu etapele diagnosticului de laborator a infecțiilor bacteriene, virale, protozooze, micoze și helmintiază, precum și metode de studii sanitare și microbiologice ale diferitelor obiecte de mediu Sunt descrise metode moderne de cercetare, bazate pe: caracteristicile morfologice ale agentului patogen, proprietățile culturale și alte proprietăți fiziologice ale acestuia; caracteristici de interacțiune cu corpul animalelor de experiment în experimente model; structura antigenică a agentului patogen și reacțiile macroorganismului la acești antigeni (identificarea microorganismelor sau indicarea antigenelor acestora, diagnosticul serologic și alergologic al unei boli infecțioase); determinarea genomului agentului patogen în materialul de testat sau identificarea genogenului Se acordă multă atenție diagnosticării rapide a bolilor infecțioase și celor mai recente metode de diagnosticare imuno- și genetică, care încep să fie utilizate pe scară largă în practica de laborator Printre acestea, imunotestul enzimatic, microscopia imunoelectronică, reacția de imunofluorescență, radioimunotestul metodă logică, reacție inversă de hemaglutinare indirectă, imunoferitină, imunoblot, hibridizare și secvențiere a acizilor nucleici etc Toate denumirile microorganismelor sunt date în conformitate cu cea de-a -a ediție a "Cheia bacteriilor" a lui Bergey și cu modificările ulterioare în nomenclatura oficială a microorganismelor Un mare ajutor în pregătirea manuscrisului pentru publicare a fost oferit de profesorii de frunte ai departamentelor de microbiologie, virologie, imunologie, boli infecțioase ale universităților medicale din Moscova, Simferopol, Kiev, Ryazan: Yu N Achkasova, |M A Borisova], E V Budanova, A G Bukrinskaya, A S Bykov, V G Voitsekhovsky, N V Davydova, V Ya Kitsak, O N Kornyushenko, Yu Krivorutchenko, K I Lipatnikova, A Yu Mironov, Yu V Nesvizhsky, D N Nechaev, E P Pashkov, | Pyatkin], A M Rybakova, O V Salata, T A Sarachan, I V Smirnov, T N Tarasov, L V Tyshkevich, G N Usatova, A A Furman, A B Khaitovici, M V Shilov, A I Yakimenko Înțelegem că cartea nu este lipsită de deficiențe și le vom fi recunoscători și recunoscători cititorilor pentru comentariile critice, recenziile și dorințele exprimate în adresa noastră Academician RAMS și RAMTS, profesor A A Vorobyov Academician RAMTS, profesor Y S Krivoshein Academician RAMS și NASU, profesor V P Shirobokov SECȚIUNEA I INFECȚII BACTERIENE CAPITOLUL METODE DE DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIC Pentru diagnosticul microbiologic al infecțiilor bacteriene, se folosesc diferite metode: bacterioscopic, bazat pe studiul caracteristicilor morfologice ale agentului patogen; au drept scop detectarea microorganismelor în preparate native sau colorate; bacteriologic, bazat pe studiul proprietăților culturale și a altor proprietăți fiziologice ale agentului patogen; ele presupun cultivarea, izolarea culturilor pure, identificarea și tipizarea agenților patogeni; biologic, bazat pe studiul caracteristicilor interacțiunii microbilor cu organismul de către animalele de experiment în experimente model; serologic, pe baza studiului proprietăților antigenice ale agentului patogen și a reacțiilor macroorganismului la acești antigeni (diagnostic serologic și alergologic al unei boli infecțioase; identificarea antigenică a microorganismelor sau a componentelor acestora); genetică moleculară - detectarea fragmentelor genomului patogenului în material biologic folosind hibridizarea moleculară a ADN-ului sau ARN-ului, precum și PCR Cu o boală infecțioasă, adesea una dintre aceste metode este cea principală, în timp ce celelalte sunt auxiliare Materialul pentru diagnosticul microbiologic poate fi sânge, fecale, urină, bilă, bucăți de țesut afectat etc În cele ce urmează vor fi principalele metode microbiologice pentru diagnosticarea de laborator a unei infecții bacteriene Examen bacterioscopic Metode de examinare microscopică Metoda de examinare bacterioscopică are o importanță deosebită dacă microbul are caracteristici morfologice și tinctoriale sau o localizare specială în țesuturi, celule organism Doar în unele infecții, un studiu morfologic este suficient pentru a pune un diagnostic Pentru diagnosticul majorității infecțiilor, microscopia, ca primă etapă a cercetării microbiologice, are doar o valoare auxiliară, indicativă Rezoluția metodei este în medie de de celule la ml În laboratoarele de microbiologie se folosesc nu doar metodele obișnuite de microscopie optică în lumină transmisă, ci și altele speciale: în câmpul întunecat de vedere, contrast de fază, luminiscent și electronic Microscopie ușoară Microscopul cu lumină are lentile uscate și de imersie O lentilă uscată cu o distanță focală relativ mare și o mărire scăzută este de obicei folosită pentru a studia obiecte biologice și histologice relativ mari În studiul microorganismelor, se utilizează în principal o lentilă de imersie ("submersibilă") cu o distanță focală scurtă și o rezoluție mai mare (mărire x- x) La microscopia prin imersie, lentila este scufundată în ulei (cedru, piersic, immersiol etc ), al cărui indice de refracție este apropiat de cel al sticlei În acest caz, razele de lumină, trecând prin lama de sticlă, nu își schimbă direcția și nu sunt împrăștiate, ci intră în lentilă (Fig , a) Rezoluția obiectivului de imersie este de aproximativ , µm Mărirea maximă a microscoapelor optice moderne ajunge la X- x Microscopia în câmpul întunecat de vedere Această variantă de microscopie este efectuată folosind un dispozitiv special de câmp întunecat (un microscop cu un astfel de dispozitiv este numit și ultramicroscop) Cu iluminare laterală într-un câmp vizual întunecat, se observă obiecte vii cu o dimensiune de , - , microni Pentru a obține o iluminare laterală luminoasă, condensatorul convențional este înlocuit cu un condensator paraboloid, în care partea centrală a lentilelor este opac și suprafața laterală a condensatorului este oglindită Un astfel de condensator întârzie razele centrale, formând un câmp întunecat Orez Calea fasciculului în sisteme uscate (a) și de imersie (b) viziune Razele de margine trec prin fanta inelară, cad pe suprafața oglinzii laterale a condensatorului, sunt reflectate din aceasta și concentrate la focalizare Întâlnind pe drum celule de microorganisme sau alte particule dense optic, fasciculul de lumină este reflectat de ele și intră în lentilă Celulele microorganismelor și ale altor obiecte în acest caz strălucesc puternic pe un fundal întunecat Sursa de lumină artificială este un iluminator electric Iluminarea laterală necesită un fascicul de lumină paralel, care se obține folosind un microscop cu oglindă plat La microscopia materialului în câmpul de vedere întunecat, se utilizează de obicei o lentilă cu sistem uscat ( x) O mică picătură din materialul studiat este așezată pe o lamă de sticlă și acoperită cu o lamă, prevenind formarea bulelor de aer O picătură de ulei de imersie este aplicată pe lentila superioară a condensatorului, care ar trebui să umple spațiul dintre condensator și lama de sticlă Microscopia în câmp întunecat este utilizată pentru a detecta agenți patogeni ai sifilisului, febrei recidivante, leptospirozei și a altor boli în preparate necolorate (native), precum și pentru a studia mobilitatea microorganismelor Totuși, un studiu în câmpul întunecat al vederii nu permite un studiu bun al formei lor și, cu atât mai mult, al structurii lor interne În acest scop, se folosesc metode speciale de microscopie cu lumină Microscopie cu contrast de fază Se știe că lungimea căii optice a luminii în orice substanță depinde de indicele de refracție Undele de lumină care trec prin zone optic mai dense ale obiectului sunt defazate cu undele care nu trec prin aceste zone În acest caz, intensitatea luminii nu se modifică, ci se modifică doar faza oscilației, care nu este surprinsă de ochi și placa fotografică Pentru a crește contrastul imaginii, în lentila microscopului este introdusă o placă specială de fază translucidă, în urma căreia apare o diferență de amplitudine a undelor luminoase între razele de fundal și obiect Dacă atinge % din lungimea de undă, atunci există un efect vizibil pentru ochi atunci când un obiect întunecat este clar vizibil pe un fundal deschis (contrast pozitiv) sau invers (contrast negativ), în funcție de structura plăcii de fază Microscopia cu contrast de fază nu mărește rezoluția sistemului optic, dar ajută la dezvăluirea unor noi detalii ale structurii microorganismelor vii, la studierea diferitelor etape ale dezvoltării lor, a influenței substanțelor chimice, a antibioticelor și a altor factori asupra acestora Microscopia de luminescență Luminescența (sau fluorescența) este capacitatea anumitor obiecte și coloranți de a face atunci când sunt expuse la ultraviolete sau alte raze de lumină cu lungime de undă scurtă, ele emit raze din partea vizibilă a spectrului (verde, galben, portocaliu) Distingeți fluorescența intrinsecă (primară) și cea indusă (secundară) În timpul fluorescenței primare, obiectul studiat conține substanțe (vitamine, pigmenți și alți produși metabolici) care pot avea fluorescență atunci când sunt iluminate cu raze ultraviolete Majoritatea obiectelor de microscopie nu au propria lor fluorescență, prin urmare, în timpul microscopiei fluorescente, ele sunt tratate cu coloranți (fluorocromi) care pot face fluorescență Ca fluorocromi, se utilizează auramină (pentru Mycobacterium tuberculosis), galben de acridină (pentru gonococi), corifosfină (pentru Corynebacterium diphtheria), izotiocianat de fluoresceină sau FITC (pentru fabricarea antiserurilor marcate) etc Preparatul pentru microscopie luminiscentă se prepară în mod obișnuit, se fixează timp de - minute în acetonă sau etanol și se aplică fluorocrom timp de - minute După aceea, preparatul se spală cu apă curentă timp de - de minute, se acoperă cu lamela și se microscopează Microscoapele fluorescente sunt microscoape biologice obișnuite echipate cu o sursă de lumină strălucitoare (de obicei lămpi cu mercur-cuarț care emit raze ultraviolete și albastru-violete care excită luminescența) și un set de filtre de lumină concepute pentru a izola părți strict definite ale spectrului de fluxul total de lumină Fluorocromii, care se leagă de NA sau proteine, formează complexe stabile care strălucesc într-un microscop fluorescent în culori galben-verde, portocaliu-roșu, maro-roșu Avantajele microscopiei fluorescente față de metodele convenționale de microscopie sunt următoarele: imagine color; contrast semnificativ; posibilitatea de a studia atât microorganismele vii, cât și cele moarte, obiectele transparente și opace, detectarea bacteriilor individuale, virușilor și antigenilor acestora, stabilirea localizării acestora; diferențierea componentelor celulare individuale Microscopia electronică Într-un microscop electronic, în loc de lumină, se folosește un flux de electroni într-un mediu fără aer, pe calea căruia se află un anod Sursa de electroni este un tun de electroni (sârmă de tungsten încălzită la - °C) Rolul lentilelor optice este jucat de electromagneți Între filamentul de wolfram și anod se creează un câmp electric cu o tensiune de - V, care dă electronilor o viteză mare, iar aceștia, trecând prin orificiul anodului, cad în prima lentilă electromagnetică (condensator) Fasciculele de electroni care ies din condensator sunt colectate în planul investigat obiect, deviază în unghiuri diferite datorită grosimii și densității diferite a preparatului și cad în lentila electromagnetică a lentilei echipate cu diafragmă Electronii care sunt ușor deviați atunci când întâlnesc un obiect trec prin diafragmă, în timp ce cei deviați la un unghi mare sunt reținuți, ceea ce asigură contrastul imaginii Obiectivul oferă o imagine mărită intermediară, care este vizualizată prin fereastra de vizualizare Lentila de proiecție vă permite să măriți imaginea de mai multe ori Această imagine lovește un ecran fluorescent și poate fi fotografiată Cele mai recente microscoape electronice fac posibilă vizualizarea particulelor cu o dimensiune de , - , nm (în funcție de tipul obiectului) Microscopia electronică este utilizată pe scară largă în microbiologie pentru un studiu detaliat al structurii microorganismelor, iar în virologie, de asemenea, în scopuri de diagnostic (a se vedea subsecțiunea ) Pentru a studia preparatele la microscopul electronic, în loc de lamele de sticlă, se folosesc filme speciale care absorb ușor electronii Sunt atașate de grile de susținere Colodionul, alumina și cuarțul servesc drept materiale pentru prepararea filmelor Curățat temeinic de diverse impurități și aplicat pe film, materialul de testat după evaporarea lichidului lasă pe el stratul cel mai subțire, care este supus microscopiei Într-un microscop electronic, puteți examina și secțiuni de țesuturi, celule, microorganisme obținute cu ajutorul unui ultramicrotom Preparatele sunt puse în contrast cu substanțele electrodense (reținătoare de electroni) folosind diverse metode: depunerea metalelor grele, tratarea cu acid fosfotungstic, acetat de uranil, săruri de acid osmic etc L Pregătirea și colorarea preparatelor pentru frotiu pentru microscopie cu lumină Pregătirea frotiurilor, colorarea lor și alte manipulări microbiologice se efectuează la un loc de muncă pregătit în prealabil Pe masă trebuie să fie doar materialele și obiectele necesare acestui studiu și anume: obiectul studiat (sânge, puroi, spută, fecale etc ), eprubete sau vase cu cultură de microorganisme, apă sterilă de la robinet sau CNI, un suport pentru o buclă bacteriologică, borcane cu lame de sticlă curate, fără grăsimi și creioane pe sticlă În plus, aveți nevoie de un arzător cu gaz sau lampă cu alcool, soluții de colorare, o tavă cu suport (punte) pentru pahare, o spălătorie cu apă, pensete, hârtie de filtru, un borcan cu soluție dezinfectantă folosită pentru neutralizarea medicamentelor uzate și pipete unsprezece Metode de prelucrare a sticlei Paharele noi se fierb în soluție de bicarbonat de sodiu %, se spală cu apă, se pun într-o soluție slabă de acid clorhidric și apoi se spală din nou cu apă Paharele care au fost în uz se pun în acid sulfuric concentrat (tehnic) timp de ore sau într-un amestec de acid sulfuric, dicromat de potasiu și apă ( : : ), se spală bine cu apă, se fierb într-o soluție de bicarbonat sau de sodiu hidroxid, apoi se spală din nou cu apă, se șterge cu o cârpă de in fără grăsimi și se păstrează în alcool sau într-un amestec de alcool și eter în borcane cu dopuri măcinate Pudrele de spălat sunt folosite și pentru spălarea paharelor Pentru a degresa sticla, frecați-l cu o bucată de săpun uscat și ștergeți-l cu tifon curat La fabricarea frotiurilor, sticla este îndepărtată în prealabil cu o pensetă din soluția în care au fost depozitate și uscată Țineți-le de margini cu degetele O picătură aplicată pe un pahar pregătit corespunzător se întinde uniform și nu capătă o formă sferică Pregătirea preparatului frotiului Înainte de pregătirea preparatului, lamele de sticlă sunt arse în flacără de arzător pentru degresarea suplimentară a acestora Pentru a pregăti un frotiu dintr-o cultură de bacterii crescute pe un mediu dens, se aplică o picătură de ICN sau apă pe un pahar răcit Tubul de cultură se ia cu degetul mare și arătătorul mâinii stângi Bucla este sterilizată în flacăra arzătorului dopul de bumbac se prinde cu degetul mic al mainii drepte, se scoate din eprubeta si se lasa in aceasta pozitie Marginile eprubetei se flambează prin arderea lor în flacăra unui arzător, iar apoi se introduce o buclă în eprubetă prin flacără După ce s-a răcit bucla de peretele interior al eprubetei, atingeți-o cu mediul nutritiv de la marginea de sticlă (dacă bucla nu este suficient de răcită, se produce o fisură și se topește mediul) Bucla răcită este atinsă de cultura de microorganisme de pe suprafața mediului Apoi bucla este îndepărtată, marginile eprubetei sunt arse rapid, se închide cu un dop trecut prin flacără, iar eprubeta este așezată într-un suport Toate acțiunile descrise sunt efectuate numai în apropierea flăcării arzătorului Cultura este introdusă într-o buclă într-o picătură de apă sau ICH pe sticlă și distribuită uniform într-o mișcare circulară pe o zonă cu un diametru de , - , cm, apoi bucla este trasă Pentru a pregăti un frotiu dintr-o cultură de bacterii crescute într-un mediu nutritiv lichid, se aplică o picătură de cultură pe mijlocul unei lame de sticlă degresate într-un arzător cu flacără cu o buclă sau o pipetă Pasteur (apoi pipeta este scufundată într-un dezinfectant soluție) și distribuite uniform cu o buclă Anterior, pe reversul paharului, limitele preparatului sunt conturate cu un creion de ceară, deoarece liniile foarte subțiri aproape invizibil Din partea laterală a frotiului de pe sticlă indicați numărul de analize sau de cultură Pentru a pregăti un frotiu din puroi sau spută, se folosesc două lame de sticlă Un mic co- Cantitatea de material este transportată de steris Pregătirea unui frotiu cu o buclă de mulinet sau un ac pe se- din spută mijlocul diapozitivei și acoperiți cu a doua astfel încât o treime din prima și a doua diapozitiv să rămână liberă Ochelarii sunt depărtați (Fig ) și două mișcări mari ale aceluiași grosime Se prepară un frotiu de sânge după cum urmează Un ac steril înțeapă degetul inelar al mâinii stângi, dezinfectat anterior Prima picătură de sânge este îndepărtată cu un tampon de bumbac uscat, iar apoi picătura de sânge expusă este atinsă cu suprafața unei lame de sticlă bine degresate Paharul se așează rapid pe masă, ținându-l cu mâna stângă, iar picătura de sânge de pe el este atinsă cu marginea unei secunde, ceva mai înguste, de sticlă lustruită așezată la un unghi de ° (Fig ) Cu o mișcare ușoară rapidă, apăsând sticla șlefuită, se avansează spre stânga de-a lungul lamei de sticlă, neatingând , - , cm până la margine Un frotiu pregătit corespunzător are o culoare gălbuie și este translucid Orez Pregătirea unui frotiu de sânge: a - e etape de pregătire a unui frotiu subțire; g - - și - frotiuri incorect pregătite Preparatele-amprente se fac din organele interne ale cadavrelor, produse alimentare de consistenta densa (carne, sunca etc ) Suprafața organelor sau a unui produs alimentar este cauterizată cu un bisturiu fierbinte și o bucată de material este tăiată din această zonă Suprafața tăiată atinge sticla în două sau trei locuri Uscarea și fixarea Frotiurile preparate subțire se usucă de obicei rapid în aer la temperatura camerei, frotiurile mai groase sunt uscate într-un termostat sau cu încălzire ușoară peste un arzător sau o lampă cu spirt În același timp, sticla este ținută de margini cu degetul mare și arătătorul cu cursa în sus, degetul mijlociu este plasat sub sticlă pentru a regla gradul de încălzire și pentru a preveni coagularea proteinei bacteriene și perturbarea structurii celulare Frotiurile uscate sunt fixate într-o flacără a arzătorului pentru a ucide și fixa bacteriile de pe sticlă, prevenind spălarea lor în timpul procesului de colorare Microorganismele ucise percep coloranții mai bine și, de asemenea, nu reprezintă un pericol pentru lucrători Lama de sticlă este luată cu penseta sau cu degetul mare și arătătorul mâinii drepte, tamponată în sus și trecută de trei ori prin partea cea mai fierbinte a flăcării arzătorului Fixarea în acest fel durează aproximativ - s, iar acțiunea flăcării - s Frotiurile de sânge, preparatele de imprimare și frotiurile dintr-o cultură de bacterii care se deformează la temperatură ridicată se tratează cu unul dintre următoarele fixative: alcool metilic (timp de minute); alcool etilic ( - min); un amestec de Nikiforov (volume egale de alcool etilic și eter - - min); acetonă ( min); perechi de acid osmic și formol (câteva secunde) Colorarea preparatului frotiu Preparatele sunt colorate cu coloranți anilină Din punct de vedere chimic, se disting coloranții acizi, bazici și neutri Coloranții de bază, în care partea colorantă a moleculei este încărcată pozitiv, intră mai activ în combinație cu o celulă bacteriană încărcată negativ Colorarea bacteriană este un proces fizic și chimic complex Atunci când colorantul interacționează cu substanțele celulei microorganismului, se formează săruri care asigură rezistența culorii Raportul dintre diferitele tipuri de microorganisme și coloranți se numește proprietate tinctorială Următorii coloranți sunt cei mai folosiți: roșu (magenta bazic, magenta acid, safranină, roșu neutru, roșu Congo); albastru (albastru de metilen, albastru de toluidină, albastru de tripan etc ); violet (gențiană, metil sau cristalin); galben-brun (ve-zuvin, crisoidin) Toți coloranții utilizați sunt sub formă de pulbere sau cristalină Dintre coloranți precum magenta de bază, violet de gențiană, albastru de metilen, soluții de alcool saturat se prepară în prealabil ( g colorant la ml alcool %) Soluțiile apă-fenol sau apă-alcool sunt preparate din soluții saturate de alcool și coloranți fenolici, care sunt utilizate pentru colorare prin metode simple și complexe Metodele simple de colorare fac posibilă determinarea prezenței bacteriilor în preparat, a formei, dimensiunii și poziția relativă a celulelor Pentru colorarea prin aceste metode, de regulă, se utilizează un singur colorant, ceea ce face posibilă distingerea particulelor de un fundal necolorat Pentru prepararea fucsinei fenolice Ziel, care este stabilă în timpul depozitării, se folosește fuchsină bazică Bacteriile și alte microorganisme sunt colorate în roșu cu magenta Ziehl Fenolic Fuchsine Tsilia Fucsin de bază g Alcool etilic ( %) ml Fenol cristalin g Glicerina - picături Apă distilată ml Fuchsin cu cristale de fenol și câteva picături de glicerină se măcina într-un mojar până la o masă omogenă, adăugând treptat alcool, apoi, fără a opri amestecarea, se adaugă treptat apă distilată Colorantul se menține timp de de ore la temperatura camerei și se filtrează Perioada de valabilitate este lungă Fuchsin Pfeiffer Fuchsin Tsilia ml Apă distilată ml Când colorați cu Pfeiffer magenta, trebuie utilizată o soluție proaspăt preparată Soluție saturată de alcool de albastru de metilen Albastru de metilen g Alcool etilic ( %) ml Soluție alcalină de albastru de metilen conform Loeffler Soluție de alcool saturat de albastru de metilen ml Hidroxid de sodiu (potasiu) ( %) ml Apă distilată ml Soluție apă-alcool albastru de metilen Soluție alcoolică saturată de albastru de metilen ml Apă distilată ml Soluțiile vechi ale acestui colorant au cea mai bună putere de colorare Preparatul fix este așezat pe suport O soluție de colorant este aplicată pe întreaga suprafață a frotiului cu o pipetă Fuchsinul lui Pfeiffer se colorează timp de - minute, cu o soluție alcalină de albastru de metilen Leffler sau o soluție de apă-alcool de albastru de metilen - - minute După colorare, colorantul este scurs, preparatul este spălat cu apă, uscat între coli de hârtie de filtru și microscopat folosind un obiectiv de imersie (vezi insertul color, Fig ) Colorarea vitală a microorganismelor Colorarea se efectuează cu albastru de metilen, roșu neutru și alți coloranți cu toxicitate scăzută la o diluție de : Pentru a face acest lucru, o picătură din materialul de testat este amestecată pe o lamă de sticlă cu o soluție de colorant și acoperită cu o lamă Microscopic cu un obiectiv de x Colorarea Buri Cu metoda negativă de colorare a bacteriilor vii conform acestei metode, bacteriile rămân nepătate pe un fundal întunecat Într-o picătură de carcasă, diluată : cu apă distilată, cultura de testat este introdusă și distribuită uniform cu o buclă sau marginea unei lame de sticlă Frotiul este uscat în aer și microscopat cu un sistem de imersie (Fig ) Nigrozină, roșu Congo etc sunt uneori folosite în locul carcaselor Metodele complexe de colorare implică utilizarea mai multor coloranți și fac posibilă diferențierea unui microb de altul, precum și studierea caracteristicilor structurale ale celulelor microbiene Acestea includ colorarea în funcție de Gram, Ziehl - Nielsen, Neisser, Romanovsky-Giemsa etc Metoda de colorare diferențiată propusă de Hans Christian Joachim Gram în nu și-a pierdut semnificația practică până în prezent Colorație Gram Atunci când sunt colorate prin această metodă, toate bacteriile sunt împărțite în gram-pozitive și gram-negative, ceea ce facilitează diagnosticul diferențial al bolilor infecțioase și alegerea mijloacelor Orez Streptococcus pneumotopiaetu - terapie antimicrobiană, prepararea suturii Burri (capsula exprimată de bacterii Gram pozitive este vizibilă) și drojdie după colorare cristalul violet și legarea iodului nu se decolorează în solvenți organici, rămânând albastru-violet; gram-negativ - se decolorează (posibil din cauza conținutului ridicat de lipide și a absenței acizilor teicoici din peretele celular), devine roșie după colorarea cu safranină sau fuchsin (vezi insertul color, Fig ) Metoda general acceptată Se prepară următoarele soluții: ) soluție alcoolică de gențiană sau cristal violet; ) soluție de iod Lugol; ) soluție de înălbitor ( % alcool etilic și/sau acetonă); ) Pfeiffer fuchsin sau safranină Soluție alcoolică de ioletă de gențiană Mov de gențiană g Alcool etilic ( %) ml Apă distilată ml Violetul de gențiană, violetul de metil și violetul de cristal aparțin familiei de coloranți trifenilmetan, ceea ce le permite să fie utilizate în mod egal pentru colorarea Gram Colorantul se dizolvă prin măcinare într-un mojar cu adaos de alcool, apoi se adaugă apă, se infuzează timp de zi la temperatura camerei, iar soluția finită este filtrată Soluția de iod Lugol Iod cristalin (І ) g Iodură de potasiu - g Apă distilată ml Se amestecă ingredientele și se lasă o zi să se dizolve iodul (uneori trebuie să adaugi cristale de KI) soluție de albire Acetonă ml Alcool etilic ( %) ml Atenţie! Componentele individuale și amestecul sunt inflamabile Puteți utiliza componentele separat sau în alte rapoarte Decolorarea cu acetonă are loc mai rapid Soluție de safranină Safranină (soluție , %) în % etanol) ml Apă distilată ml Mai întâi se prepară o soluție alcoolică de safranină , %, apoi se amestecă în proporția indicată cu apă În țara noastră, magenta Pfeiffer (vezi mai sus) este folosit mai des ca un al doilea colorant, care colorează mai bine, de exemplu, celulele anaerobilor gram-negativi Colorarea constă din patru etape Hârtia de filtru se aplică pe un frotiu fix, pe care se toarnă o soluție de violet de gențiană timp de - s (atunci când este colorat conform metodei Sinev, frotiu este acoperit cu o bandă de hârtie de filtru preimpregnată cu o soluție de violet de gențiană și uscat, se aplică - picături de apă pe hârtie și se incubează - minute), apoi se scurge soluția Tratați frotiul cu soluție Lugol timp de min și, fără a-l spăla cu apă, scurgeți soluția Decolorați frotiul cu alcool % și/sau acetonă, scuturând paharul până când fluxurile de colorant gri-violet dispar (timp de - s) și clătiți imediat preparatul cu apă Pfeiffer fuchsin se toarnă pe frotiu, după - minute colorantul se scurge, preparatul se spală cu apă, se usucă cu hârtie de filtru și se microscopează cu un sistem de imersie Colorația Gram permite diferențierea agenților patogeni ai bolilor infecțioase Deci, de exemplu, se știe că toți cocii patogeni, cu excepția gonococilor și meningococilor, sunt gram-pozitivi; vibrio, treponem, campylobacter, helicobacter și enterobacterii - gram-negative, toți bacili și clostridii patogeni - gram-pozitive Colorația Gram modificată de Atkins (K N Atkins, ) Folosit de obicei pentru a îmbunătăți colorarea bacteriilor gram-pozitive, compoziția coloranților este oarecum diferită Soluție alcoolică de violet de gențiană Cristal violet ( - %) g Alcool etilic ( %) ml Oxalat de amoniu [(NH ) C O ] g Apă distilată ml Se dizolvă cristalul violet prin măcinare într-un mojar cu adaos de alcool și oxalat în apă; amestecați ambele soluții și filtrați colorantul finit într-o zi Soluție de iod Iod (I cristalin) g Hidroxid de sodiu (soluție N) ml Apă distilată ml Se dizolvă iodul în alcali, se adaugă apă A se păstra la temperatura camerei într-un recipient de sticlă de culoare închisă Pentru albire folosiți acetonă pură Se prepară o soluție apo-alcoolică de safranină ca în metoda anterioară Frotiurile colorate cu Atkins sunt mai rezistente la decolorare, deoarece soluția de fixare este mai ferm atașată violeta de gențiană trăiește Acest lucru este deosebit de important pentru bacteriile care sunt sensibile la decolorare (Streptococcus pneumoniae, Bacillus spp ) Metoda Atkins nu este avantajoasă pentru colorarea organismelor Gram-negative, în plus, detectarea unor astfel de organisme poate fi dificilă în unele materiale, cum ar fi frotiurile de sânge Există multe alte modificări ale colorației Gram (folosind tartrazină și verde deschis, magenta de bază etc ) Cel mai adesea, îmbunătățirile vizează îmbunătățirea colorării microorganismelor gram-negative și a celor care se colorează slab cu metoda convențională Detectarea bacteriilor acido-rezistente necesită tehnici speciale de colorare Colorație Ziehl-Nielsen Metoda este utilizată pentru a detecta micobacterii rezistente la acid (agenți cauzatori ai tuberculozei, micobacteriozei, lepră), actinomicete și alte microorganisme Rezistența la acid a microorganismelor se datorează prezenței lipidelor, ceară și hidroxiacizilor în celulele acestora Astfel de microorganisme se colorează slab cu soluții de coloranți diluate Pentru a facilita pătrunderea colorantului în celulele microorganismelor, fuchsinul fenolic Tsilia aplicat preparatului este încălzit pe o flacără a arzătorului Microorganismele colorate nu sunt decolorate de soluții slabe de acizi minerali și alcool Colorarea microorganismelor prin metoda Ziehl-Nielsen include următorii pași Se acoperă un frotiu fix cu o fâșie de hârtie de filtru și se toarnă pe ea fenol-fuchsinul lui Ziel (puteți folosi hârtie de filtru înmuiată în prealabil cu colorant și uscată) Frotiul se încălzește peste flacăra arzătorului până când apar vapori, apoi se ia deoparte la răcit și se adaugă o nouă porție de colorant Încălzirea se repetă de - ori După răcire, îndepărtați hârtia de filtru și spălați preparatul cu apă Medicamentul se decolorează prin scufundare sau aplicarea unei soluții de acid sulfuric % (sau alcool de acid clorhidric %) și se spală de mai multe ori cu apă Se colorează preparatul cu o soluție de apă-alcool de albastru de metilen timp de - minute, se clătește cu apă și se usucă Când sunt colorate conform metodei Ziehl-Nielsen, bacteriile rezistente la acid devin intens roșii, restul microflorei se colorează cu albastru deschis (vezi insertul de culoare, Fig ) Colorarea spirochetelor și a protozoarelor se realizează în mod tradițional folosind coloranți speciali Colorare după Romanovsky - Giemsa Frotiurile din materialul de testat (sânge, puroi, lichid tisular etc ) sunt uscate * aer, fixat cu metanol timp de min, uscat din nou la aer și colorat Este convenabil să procesați frotiurile în vase Petri, pe fundul cărora sunt așezate două suporturi (dintr-o lamă de sticlă tăiată în jumătate pe lungime) Medicamentul este plasat cu un frotiu în jos pe suporturi și colorantul diluat este turnat pe lateral, astfel încât frotiu să fie în contact cu acesta Colorarea durează de la de minute la una sau mai multe ore, după care frotiurile sunt spălate cu apă și uscate la aer Colorantul Romanovsky-Giemsa constă din albastru de metilen, eozină și azur, datorită cărora colorează elementele microorganismului și celulele sanguine în diferite culori Înainte de procesarea medicamentului, colorantul este diluat cu apă (pH , - , ) de - de ori Gradul de diluție variază în funcție de seria de colorant și de pH-ul apei Prin urmare, se recomandă verificarea fiecărui lot nou de colorant și apă pe frotiurile de sânge de control Citoplasma protozoarelor, atunci când este colorată prin metoda Romanovsky-Giemsa, devine albastră, iar nucleii devin roșii Elementele sanguine se colorează astfel: eritrocitele - în roz, nuclee leucocitare - în violet, citoplasmă - în albastru, granularitate bazofilă - în albastru, eozinofile - în roșu, neutrofile - în liliac Colorare după Morozov prin metoda argintării Metoda este utilizată pentru a detecta spirochetele, virusurile și microstructurile bacteriilor (flagelele, incluziunile) prin impregnarea cu argint Gătește în continuare solutii Soluția nr Acid acetic glaciar ml Formalină ( %) ml Apă distilată ml Soluția # Tanin g Fenol lichid ml Apă distilată ml Soluția nr Soluția de amoniac se adaugă prin picurare la o soluție % de azotat de argint până la o opalescență ușoară (se prepară ex tempore) Frotiu uscat cu aer se fixează cu soluția nr timp de min, se spală cu apă, apoi se toarnă soluția nr (pentru gravare) pe preparat, se încălzește până când apar vapori și se spală bine cu apă Pentru colorarea cu argint se folosește soluția nr , care se toarnă pe preparat și se încălzește până când apare o culoare maro închis După aceea, preparatul este spălat cu apă, uscat și microscopat cu un sistem de imersie În scopuri de diagnostic, laboratoarele microbiologice studiază nu numai forma și dimensiunea unei celule bacteriene, ci și elementele individuale ale structurii acesteia: citoplasmă, incluziuni, nucleoid, membrană, capsulă, flageli, spori Pentru a identifica peretele celular al bacteriilor, se folosesc metode speciale de colorare (Peshkov, Gutshtein, Knayzi etc ) cu gravarea preliminară a preparatului Plasmoliza unei celule bacteriene se realizează în soluții concentrate de clorură de sodiu sau zaharoză În acest caz, peretele celular se exfoliază din citoplasma deshidratată și este clar vizibil la microscopie metoda Peshkov Fixatorul (alcool % - ml, cloroform - ml, acid acetic - ml) se toarnă pe preparat timp de minute, apoi se gravează cu o soluție apoasă % de tanin timp de minute, se spală cu apă și se colorează cu Pfeiff fuchsin ferra timp de - s, uscat la aer și microscopic Pentru a detecta nucleoidul bacterian, se folosește reacția microchimică Feulgen folosind hidroliza acidului slab În acest caz, deoxiriboza este eliberată, care apoi trece în formă de aldehidă și reacţionează cu acidul fuczin-sulfuros incolor al reactivului Schiff Nucleoidul se colorează în roșu-violet De asemenea, este posibil să se dezvăluie nucleoidul microorganismelor cu ajutorul studiilor microscopice electronice ale secțiunilor ultrasubțiri Detectarea granulelor de volutină (incluziuni citoplasmatice) este relevantă, de exemplu, în diagnosticul difteriei Datorită concentrației mari de metafosfați și alți compuși ai fosforului, granulele de volutină prezintă metacromazie Când sunt colorate cu albastru de metilen alcalin, violet de metil acid acetic, au o culoare mai intensă în comparație cu citoplasma Colorat cu albastru de metilen alcalin conform Loeffler Albastrul de metilen alcalin se toarnă pe un frotiu fix timp de - minute, se spală cu apă, se usucă cu hârtie de filtru și se microscopează În același timp, citoplasma corynebacteriilor difteriei este colorată în albastru, granulele de volutină sunt albastru închis Colorat cu acid acetic metil violet Un frotiu fix este tratat timp de - minute cu violet de metil acid acetic (violet de metil, gențiană sau violet cristal - , g, soluție de acid acetic % - ml) Frotiul se spală cu apă și se usucă În acest caz, citoplasma corynebacteriilor difteriei este colorată liliac deschis, iar granulele de volutină sunt colorate în violet închis (vezi insertul de culoare, Fig a) Cu metoda complexă de colorare conform lui Neisser, celulele bacteriene capătă o culoare galbenă, iar granulele de volutină devin maro-negru (vezi insertul de culoare, Fig b) Colorarea Neisser Colorarea granulelor de volutină prin această metodă include trei etape Un frotiu fix se colorează cu albastru de metilen acid acetic timp de min, se scurge colorantul și se spală cu apă Se toarnă soluția Lugol timp de - s, după care se scurge soluția Se colorează preparatul cu vesuvină timp de - minute, apoi se clătește cu apă și se usucă Albastru de metilen acetic Neisser Albastru de metilen , g Alcool ( %) ml Acid acetic glaciar ml Apă distilată ml Vezuvin Vezuvin g Alcool ( %) ml Apă distilată ml Amestecul se fierbe si, dupa racire, se filtreaza După colorare conform lui Neisser, citoplasma celulelor, care are o reacție acidă, percepe colorantul alcalin vezuvina și devine galbenă, iar boabele de volutină sunt colorate în albastru închis În prezent, se folosesc mai multe variante ale acestei colorații Detectarea capsulelor bacteriene este importantă atât pentru diferențierea lor, cât și pentru determinarea virulenței lor Capsulele, ca și sporii, nu percep bine coloranții cu anilină, prin urmare, metodele de colorare negativă sunt mai des folosite Colorarea după Hans Preparatul uscat la aer preparat conform Burri (vezi mai sus) se fixează prin aplicarea a - picături de alcool și arderea lui pe sticlă Pfeiffer fuchsin se toarnă pe paharul răcit timp de - minute, frotiul se spală cu apă și se usucă În acest caz, bacteriile sunt colorate în roșu, iar capsulele necolorate ies în evidență pe fundalul de cerneală al preparatului (vezi insertul color, Fig ) Uneori, în jurul bacteriilor pătate care nu formează capsule, sunt vizibile mici zone incolore - capsule false, care apar ca urmare a uscării sau fixării necorespunzătoare a frotiului Identificarea flagelilor bacterieni implică utilizarea unor metode complexe de colorare (argentire conform lui Morozov, metode Gray, Leffler, Schenk etc ), deoarece flagelii sunt ușor deteriorați în timpul preparării preparatului De regulă, metodele de colorare se bazează pe o creștere artificială a flagelilor prin aplicare mordant Structura lor și alte detalii sunt studiate folosind microscopia electronică Colorare gri Mordant constând din soluțiile nr (soluție apoasă saturată de alaun de potasiu - ml, soluție apoasă % de tanin - ml, soluție apoasă saturată de clorură de mercur - ml) și nr (soluție alcoolică saturată de fuchsin bazic - , ml), preparat cu o zi înainte de utilizare, turnat pe preparat timp de - minute, spălat cu apă, colorat cu Tsilia carbolic fuchsin timp de minute, spălat din nou cu apă, uscat la aer și microscopat Flagelele sunt vopsite în roșu Colorarea tijei Se aplică un mordant format din soluția nr ( ml soluție apoasă saturată de tanin și ml soluție apoasă % clorură de fier și nr ( ml anilină și ml alcool etilic %) la un frotiu (nr - picături, nr - picătură), scurs și colorat cu albastru de metilen Leffler sau soluție alcoolică % de safranină Detectarea sporilor bacterieni este importantă pentru identificarea acestora Se folosesc metode speciale de colorare, bazate pe o colorare mai intensivă a acestor structuri care sunt slab receptive la colorare Vă prezentăm câteva dintre ele Pata Wertz-Kunklin Medicamentul se fixează într-o flacără de arzător, se colorează cu o soluție apoasă % de verde malachit și se încălzește de - ori până când apar vapori (timp de - minute), apoi se spală cu apă și se colorează cu o soluție apoasă , % de safranină Corpul bacteriei devine roșu, sporii devin verzi Colorare conform Auzheika Un frotiu gros este uscat în aer, gravat cu o soluție de acid clorhidric , % și încălzit până când apar vapori Apoi preparatul se spală cu apă, se usucă, se fixează pe flacără și se colorează după metoda Ziehl-Neelsen Sporii devin roz-roșii, iar celula devine albastră Colorarea după Peshkov Albastrul de metilen conform Loeffler este turnat pe un frotiu fixat în flacără Preparatul se încălzește în partea de mijloc a flăcării și se fierbe timp de - s, prevenind uscarea Preparatul răcit se spală cu apă, se colorează cu o soluție , % de roșu neutru timp de s Apoi se spală din nou cu apă și se usucă Sporii sunt colorați în albastru-albăstrui, celula este roz Studiul microorganismelor în stare de viață prin metode de picătură zdrobită și suspendată În stare de viață, microorganismele studiază procesele de reproducere, formarea sporilor și influența diferiților factori chimici și fizici asupra lor În laboratoarele practice, studiul microorganismelor în stare de viață este utilizat pentru a determina Orez Pregătirea picăturii suspendate împărțirea mobilității lor, adică confirmarea indirectă a prezenței flagelilor în ele Preparatele în acest caz sunt preparate prin metode de picături zdrobite sau suspendate și microscopate cu un obiectiv uscat sau de imersie Rezultate mai clare se obțin cu microscopia în câmp întunecat sau microscopia cu contrast de fază Prepararea picăturii zdrobite O picătură din materialul de testat este aplicată în mijlocul lamei de sticlă (de obicei, o cultură zilnică de microorganisme în bulion) Picătura este acoperită cu o lamă pentru a nu apărea bule de aer; lichidul trebuie să umple întreg spațiul și să nu iasă dincolo de marginile paharului Dezavantajul preparatului picăturii zdrobite este uscarea rapidă a materialului de testat La microscopie prelungită, se recomandă lubrifierea marginilor lamei cu vaselină Pregătirea picăturii suspendate Pentru a pregăti acest preparat, se folosesc lame speciale de sticlă groase, cu o adâncitură (găuri) în centru O picătură mică din materialul de testat este aplicată în mijlocul lamei Marginile găurii sunt pre-lubrificate cu vaselină Lama de sticlă este plasată pe lamela astfel încât picătura să fie în centrul găurii Apoi este răsturnat cu grijă, iar picătura atârnă în centrul cavității închise ermetic a puțului (Fig ) Într-o astfel de cavitate închisă, picătura este protejată de uscare Dezavantajul medicamentului sunt defectele de imagine optică asociate cu grosimea lamei de sticlă și prezența găurilor Preparatele preparate dintr-o picătură agățată sau zdrobită sunt microscopate, întunecând ușor câmpul vizual, în timp ce condensatorul este coborât, ajustând fluxul de lumină cu o oglindă concavă În primul rând, folosesc o mărire scăzută (obiectiv x), după ce găsesc marginea căderii, instalează un obiectiv de x sau de imersie Uneori, mișcarea moleculară (brownian) este confundată cu adevărată Trebuie avut în vedere că, mișcându-se cu ajutorul flagelilor, microorganismele pot traversa întregul câmp vizual și pot face mișcări circulare și de rotație După muncă, preparatele din picături zdrobite și agățate trebuie coborâte într-un recipient separat cu o soluție dezinfectantă pentru dezinfecția și utilizarea ulterioară Cercetări bacteriologice Principii și metode de izolare a culturilor bacteriene pure Cercetarea bacteriologică se bazează pe cultivarea bacteriilor pe medii nutritive, izolarea unei culturi pure a agentului patogen și identificarea acestuia O cultură pură este o populație de microorganisme din aceeași specie, de obicei crescută dintr-o colonie izolată pe un mediu nutritiv dens Rezoluția metodei este în medie de de celule la ml Se știe că agenții cauzatori ai bolilor infecțioase în corpul uman, animale și în mediul extern sunt predominant amestecați cu alte microorganisme (inclusiv agenți patogeni oportuniști și saprofite) Izolarea unei culturi pure face posibilă identificarea caracteristicilor sale morfologice, culturale, biochimice și de altă natură, a căror totalitate determină specia agentului patogen, i e efectuează identificarea acestuia Există următoarele principii și metode pentru izolarea culturilor pure de bacterii Următoarele metode se bazează pe principiul separării mecanice a microorganismelor: diluții în serie într-un mediu nutritiv lichid (metoda lui Pasteur); diluții în plăci (metoda Koch); cernerea pe suprafața unui mediu nutritiv dens (metoda Drigalsky); izolarea unei culturi pure dintr-o singură celulă folosind un microscop și un micromanipulator Următoarele metode se bazează pe principiul utilizării caracteristicilor biologice ale microorganismelor: izolarea bacteriilor prin mobilitatea lor; izolarea bacteriilor rezistente la căldură; excreția anaerobilor; izolarea microorganismelor rezistente la acizi și alcaline; izolarea microorganismelor rezistente la antibiotice, coloranți anilină etc ; izolarea bacteriilor pe medii elective; izolarea culturilor prin infectarea animalelor de laborator sensibile etc Alegerea metodei de cultivare, compoziția mediului nutritiv depinde în principal de tipul de nutriție și respirație (oxidare biologică) a microorganismelor Pe fig (inserție colorată) prezintă cea mai comună metodă de inoculare a materialului de testat în vederea izolarii unei culturi pure: mecanică separarea celulelor de microorganisme pe suprafața unui mediu nutritiv dens folosind o buclă bacteriologică Medii nutritive Pentru creștere și reproducere, bacteriile au nevoie de nutrienți: au nevoie de surse de carbon, azot, vitamine, minerale și alți compuși de compoziție complexă și simplă Majoritatea bacteriilor de importanță medicală sunt heterochemoorganotrofe care se hrănesc conform legilor osmozei În plus, printre bacterii există atât microorganisme ușor de cultivat, cât și microorganisme care necesită nutrienți (capricioase), care necesită factori de creștere suplimentari Mediile nutritive sunt preparate din produse de origine animală sau vegetală Compoziția mediului este determinată de nevoile metabolice ale unui anumit grup de bacterii Toate mediile de cultură trebuie să îndeplinească următoarele cerințe: conțin nutrienți esențiali într-o formă ușor digerabilă; să fie umed, izotonic și non-toxic (pentru microbii investigați); au o anumită vâscozitate; au un pH optim și un potențial redox (redox); au proprietăți tampon; fi steril; fi cât mai transparent posibil Mediile se disting: prin consistență (lichid, semi-lichid, dens); după compoziție (simplu și complex); conform scopului vizat (de bază, conservare, transport, depozitare, selectiv, diagnostic diferenţial, special - îmbogăţit, mediu de stocare) Un grup special sunt mediile nutritive pentru cultivarea anaerobilor În plus, pentru cercetarea științifică, precum și pentru cultivarea industrială a microorganismelor, se folosesc adesea medii sintetice (medii cu o compoziție chimică precis cunoscută) Mai jos sunt o clasificare condiționată și exemple de medii utilizate în mod obișnuit în bacteriologie (Tabelul ) Principalele medii (MPB, MPA) au compoziție simplă și sunt folosite pentru cultivarea celor mai nepretențioase bacterii Conține: extract de carne, peptonă, clorură de sodiu (MPA conține suplimentar agar-agar) Mediile îmbogățite pot fi preparate pe baza unor medii simple, inclusiv sânge, hemină, ser, lichid ascitic etc Tabelul Medii de cultură utilizate în mod obișnuit Tip de mediu Exemplu de mediu lichid dens Bază (simplu, universal) Bulion de carne-peptonă Agar de carne-peptonă Mediu cu scop special (complex): îmbogățit (special) bulion de zahăr, bulion de zer, bulion ascitic etc Agar zahăr, agar ser, agar sânge etc apă peptonă alcalină selectivă, bulion de bilă, medii antibiotice etc Agar cu sare, agar cu sare galbenus (YSA), medii cu antibiotice etc bulion de selenit acumulat, mediu semi-lichid pentru controlul sterilității (SCM), etc Nr medii de diagnostic diferenţial Tiss Agara Endo, Levin, Olkenitsky, Hiss medii (semilichid), etc Medii de transport și conservare Mediu Amies (agar semi-lichid de cărbune activ), mediu glucoză-drojdie, SCS etc Mediu de pastrare de cultura Glicerina (pentru pastrare la - °C) Mediu Dorce etc cerințe nutriționale complexe (microorganisme exigente) Mediile acumulative sunt medii nutritive lichide care sunt folosite, dacă este necesar, pentru a acumula bacterii în ele grup divizat ca urmare a reproducerii lor preferenţiale în comparaţie cu microbii însoţitori Compoziția acestor medii este selectată în așa fel încât creșterea florei asociate este parțial sau complet întârziată Mediile selective (elective) sunt folosite pentru cultivarea selectivă a anumitor tipuri de microorganisme, suprimând în același timp creșterea altor microorganisme Acest efect se realizează prin adăugarea diverșilor inhibitori de creștere microbiană, modificarea valorii pH-ului, a compoziției nutrienților din mediu etc Mediile de diagnostic diferențial fac posibilă distingerea bacteriilor după creșterea lor, activitatea biochimică și alte caracteristici Compoziția acestor medii, pe lângă nutrienți, include de obicei un substrat, în raport cu care bacteriile se diferențiază și un indicator Ca urmare a cultivării, microbii care fermentează substratul contribuie la acumularea de produse de scindare, o schimbare a pH-ului, potențialul redox al mediului, care este însoțit de colorarea mediului și a propriilor colonii în culoarea indicatorului ( vezi insertul de culoare, Fig ) Diagnosticul diferențial include, de asemenea, medii combinate de policarbohidrați (Russell, Kliger, agar cu trei zaharuri care conține fier, Olkenitsky etc ) De exemplu, mediul Olkenitsky conține: ml de MPA, g de lactoză, g de zaharoză, , g de glucoză, g de uree, , g de sare Mohr, , g de tiosulfat de sodiu, , ml de roșu fenol ( soluție , %); pH , - , Mediile de diagnostic diferențial sunt de obicei dense, rareori semifluide; ele conțin mai multe substraturi fermentabile și sisteme indicatoare, ceea ce le permite să fie utilizate nu numai pentru acumularea unei culturi pure în procesul de izolare a acesteia (vezi mai jos), ci și pentru identificarea primară simultană a unei culturi printr-un număr de factori fenotipici trăsături Deci, pe agar cu trei zaharuri care conține fier, se poate determina capacitatea unei culturi de a produce hidrogen sulfurat, fermentarea glucozei (la acid sau acid și gaz), lactoză, zaharoză (vezi insertul color, Fig ) Mediile de transport și de conservare sunt utilizate pentru conservarea temporară a microorganismelor după preluarea materialului de testat și transportul acestuia la laborator De obicei, aceste medii conțin doar soluții tampon și saline (uneori agar-agar, cărbune activ, tween- - pentru a da o consistență semi-lichidă și a neutraliza efectele toxice); nu sunt concepute pentru cultivarea microbilor Mediile de stocare a culturii sunt concepute pentru conservarea pe termen lung a culturilor pure de microorganisme în laborator Principala cerință pentru ei este capacitatea de a pentru a menține vitalitatea fără a modifica proprietățile de bază ale culturilor Unul dintre punctele importante ale lucrării privind izolarea agentului patogen de obiectul studiat este colectarea, depozitarea și transportul materialului Reguli pentru preluarea, depozitarea și transportul materialului Atunci când luați material pentru examinarea bacteriologică, trebuie luate în considerare următoarele: a) alegerea materialului biologic pentru cercetare este determinată de localizarea presupusului agent patogen în acest stadiu al bolii În absența sau incertitudinea focarelor locale, sângele este examinat Materialul trebuie luat direct din sursa de infecție sau trebuie examinată scurgerea corespunzătoare (puroi, urină, bilă etc ); b) se recomandă luarea materialului înainte de începerea terapiei cu antibiotice sau după o anumită perioadă de timp după administrarea medicamentului, care este necesară pentru îndepărtarea acestuia din organism (de la ore la zile, în funcție de medicament) și presupusul agent patogen); c) este necesar să se ia materialul în momentul celui mai mare conținut de agenți patogeni în el (de exemplu, sânge pentru izolarea hemoculturii atunci când temperatura crește la începutul perioadei de răcire etc ); d) să respecte regulile de asepsie (pentru a evita contaminarea probei cu microflora mediului și reprezentanți ai microflorei normale a organismului); e) selecția materialului pentru izolarea aerobilor și anaerobilor facultativi se realizează cu tampoane sterile de bumbac (descărcări din plagă, tampoane din mucoasele, din ochi, nas, faringe, canal cervical, vagin, anus), dispozitive speciale (bucle, tuburi, perii etc ), seringi (sânge, puroi, exudate), direct în vase sterile (urină, spută, fecale); f) material pentru izolarea anaerobilor stricti se obtine din focarul patologic prin intepare cu o seringa, din care in prealabil s-a scos aerul, la examinarea bucatilor de tesut, acestea sunt luate din profunzimea focarului Dacă este necesară utilizarea tampoanelor, acestea trebuie imediat scufundate în mediul de transport după preluarea materialului; g) cantitatea de material să fie suficientă pentru studiu și repetarea acestuia, dacă este necesar; la o concentrație scăzută a agentului patogen, încearcă să ia o cantitate mare de material; h) transportul unui eșantion clinic nativ de material la laborator ar trebui să fie efectuat cât mai curând posibil, deoarece în timpul depozitării sale pe termen lung, multe tipuri de agenți patogeni mor, speciile mai puțin solicitante și cu creștere rapidă încep să se înmulțească, ceea ce duce la un încălcarea raportului cantitativ al speciilor microbiene Dacă materialul nu poate fi transportat imediat la laborator, trebuie folosit medii de transport sau materialul trebuie plasat într-un frigider casnic (nu este potrivit pentru toți agenții patogeni) Materialul pentru cercetare microbiologică se transportă în cutii speciale, cutii etc ; i) probele clinice pentru cultivarea anaerobilor trebuie transportate la laborator, protejându-le pe cât posibil de expunerea la oxigenul atmosferic (se folosesc flacoane speciale închise ermetic, umplute cu un amestec gazos fără oxigen sau un mediu special de transport, în care materialul de testat se introduce prin intepare cu ac prin dopul de cauciuc al flaconului;materialul poate fi transportat direct in seringa, pe varful careia se pune un dop de cauciuc steril); j) proba clinică trimisă laboratorului este însoțită de un document de însoțire care conține informațiile de bază necesare efectuării unui studiu microbiologic (natura materialului, numele complet al pacientului, numele instituției sau departamentului, numărul istoricului cazului, presupusul diagnostic) a bolii, terapia antimicrobiană anterioară, data și ora preluării materialului, semnătura medicului care trimite materialul pentru studiu) Izolarea și identificarea culturii bacteriene pure În această secțiune, vom lua în considerare pașii principali în izolarea și identificarea culturilor pure de bacterii aerobe și anaerobe Metodele pentru izolarea și identificarea agenților patogeni individuali ai bolilor infecțioase sunt prezentate în secțiunile relevante privind diagnosticarea lor de laborator Schematic, etapele izolării și identificării culturilor pure de bacterii aerobe și anaerobe facultative sunt prezentate în tabel Bacterii aerobe și anaerobe facultative În prima etapă, frotiurile sunt pregătite din materialul studiat, acestea sunt microscopate, apoi materialul este semănat pe un mediu dens în vase Petri cu o spatulă sau o buclă bacteriologică (vezi insertul color, Fig ) Se realizează astfel separarea mecanică a microorganismelor pe suprafața mediului nutritiv, ceea ce le permite să crească sub formă de colonii izolate În unele cazuri, materialul de testat este mai întâi semănat într-un mediu de acumulare lichid și treizeci Tabelul Schema (algoritm) de cercetare bacteriologică Etape Scopul studiului progresului I Izolarea culturii pure Semănatul materialului de testat pe mediu nutritiv dens Incubarea culturilor în condiții optime (de obicei - ore la ° C) II Acumularea unei culturi pure Studiul proprietăților de cultură ale coloniilor izolate Microscopia frotiurilor colorate (studiul proprietăților morfologice și tinctoriale) Transferul coloniilor într-un mediu proaspăt pentru acumulare Incubarea culturilor în condiții optime (de obicei - ore la ° C) III Identificarea și studiul proprietăților culturii pure Verificarea purității culturii izolate Studiul proprietăților biochimice (activitate enzimatică): zaharolitic; proteolitic Identificare intraspecifică și marcare epidemiologică (dacă este necesar): serotipizare; biotipare; tiparea fagilor; colicinotipare; genotipare Determinarea toxicității (virulenței) Determinarea sensibilității la antibiotice și alți agenți antimicrobieni Incubarea culturilor în condiții optime (de obicei - ore la ° C) IV Contabilitatea rezultatelor apoi subcultivați-o în vase Petri cu un mediu nutritiv dens Cupele cu culturi sunt de obicei plasate într-un termostat timp de - de ore la ° C În a doua etapă, sunt studiate proprietățile culturale ale bacteriilor (natura creșterii lor pe medii nutritive) Studiul macroscopic al coloniilor în lumină transmisă și reflectată Cupa este intoarsa cu susul in jos si coloniile sunt examinate in lumina transmisa Dacă există diferite tipuri de colonii, acestea sunt numerotate și fiecare este descrisă separat Acordați atenție următoarelor proprietăți: a) dimensiunea coloniilor (mari - mai mult de mm în diametru, mediu - - mm, mic - - mm, pitic - mai puțin de mm); b) forma contururilor coloniilor (corect și incorect rotunjite, în formă de rozetă, rizoidal etc ); c) gradul de transparență (opac, translucid, transparent) În lumină reflectată, coloniile se examinează din partea laterală a capacului fără a-l deschide, iar în protocol se consemnează următoarele date: a) culoarea coloniilor (incoloră, pigmentată, culoarea pigmentului); b) suprafata (neteda, lucioasa, umeda, sifonata, mata, uscata etc ); c) relief (convex, cufundat în mediu, plat, cu centrul bombat, cu rolă de-a lungul marginii etc ) Examinarea microscopică a coloniilor Cupa se așează cu capul în jos pe platoul microscopului, se coboară condensatorul, iar coloniile se studiază cu ajutorul unui obiectiv x, fixându-se în protocol structura acestora (omogenă sau amorfă, granulară, fibroasă etc ) și natura marginilor ( neted, ondulat, zimțat, franjuri etc ) Frotiurile se prepară dintr-o parte a coloniilor (la prelevarea materialului din colonie se notează consistența acestuia - uscată, mucoasă, păstoasă), colorată după Gram și microscopată, aflându-se proprietățile tinctoriale ale microorganismelor În prezența bacteriilor omogene, restul coloniilor sunt subcultivate pe agar oblic pentru a obține o cultură pură în cantitate suficientă Eprubetele cu recolte se pun într-un termostat timp de - ore la o temperatură de °C În cea de-a treia etapă, frotiurile sunt făcute din cultura crescută pe agar înclinat și colorată conform Gram Puritatea culturii este judecată de uniformitatea creșterii, formei, mărimii și culorii microorganismelor Pentru a identifica cultura pură izolată, pe lângă studierea caracteristicilor morfologice, tinctoriale și culturale ale microorganismelor, este necesar să se determine proprietățile enzimatice și antigenice ale acestora, sensibilitatea fagilor și bacteriocinei, toxigenitatea și alte caracteristici care le caracterizează specificitatea speciei Pentru determinarea căii de degradare a glucozei (oxidativă sau fermentativă) se efectuează un test OF (test de oxidare/fermentare): cultura se inoculează prin injectare în două eprubete cu un mediu nutritiv semi-lichid ce conține glucoză și albastru de bromtimol La unul dintre ele se adaugă un strat de ulei de vaselină (pentru a crea anaerobioză) și ambele tuburi sunt incubate la °C Educaţie acidul, însoțit de îngălbenirea mediului în ambele eprubete, indică o reacție enzimatică Formarea acidului numai într-o eprubetă fără ulei indică utilizarea glucozei prin oxidare Absența formării de acid în ambele tuburi indică faptul că microorganismele testate nu utilizează glucoza în aceste moduri (vezi insertul color, Fig ) În ultimele două cazuri, microorganismele pot fi denumite specii "nefermentante" - Acinetobacter, Alcaligenes, Burkholderia, Flavimonas, Flavobacterium, Pseudomonas etc Pentru a detecta nitrat reductaza microbiană, se face un test de reducere a nitratului la nitrit (acesta din urmă, în prezența N,N-dimetil- -naftilaminei, formează un compus diazo, care face mediul roșu) Cultura se cultivă pe un mediu semilichid ce conține , % azotat și se adaugă un amestec din reactivul indicat cu acid sulfanilic, observându-se timp de câteva minute dezvoltarea unei culori roșii a mediului (indicând prezența nitritului) Pentru a determina catalaza, se toarnă , - , ml dintr-o soluție de peroxid de hidrogen % pe suprafața unei culturi de de ore pe agar oblic (agarul cu sânge nu poate fi utilizat, deoarece catalaza eritrocitară poate da o reacție fals pozitivă) Apariția bulelor de gaz este considerată o reacție pozitivă Ca control, o cultură despre care se știe că conține catalază ar trebui examinată în paralel Mediile de diagnostic diferențial Giss sunt folosite pentru a identifica enzimele care descompun carbohidrații În timpul fermentației carbohidraților de către bacterii cu formare de acid, culoarea mediului se modifică datorită indicatorului prezent în acesta, ceea ce creează impresia de pestriță (serie "pestrițată") În funcție de genul și tipul de bacterii studiate, medii cu mono- și dizaharide adecvate (glucoză, lactoză, maltoză, zaharoză etc ), polizaharide (amidon, glicogen, inulină etc ), alcooli superiori (glicerol, manitol, etc ) ), în timpul fermentației cărora se formează aldehide, acizi și produși gazoși (CO , H , CH ) Enzimele proteolitice din bacterii sunt detectate în diferite moduri, de exemplu, prin însămânțarea lor într-o coloană de gelatină nutritivă Culturile sunt ținute la temperatura camerei ( - ° C) timp de câteva zile, înregistrându-se nu numai prezența lichefierii, ci și natura acesteia (în straturi, sub formă de cui, pom de Crăciun etc ) (Fig ) ) Acțiunea proteolitică a enzimelor microorganismelor poate fi observată și la inocularea pe serul coagulat, apărând depresiuni (lichefiere) în jurul coloniilor În lapte, cheagul de cazeină este divizat cu formarea de peptonă, în urma căreia capătă o culoare gălbuie (peptonizarea laptelui) Indicatorii unei defalcări mai profunde a proteinei este formarea de indol, amoniac, hidrogen sulfurat și alți compuși Pentru identificarea acestor substanțe gazoase se fac culturi microbiene în BCH, apă % peptonă sau triptonă Culturile sunt ținute într-un termostat timp de - de ore Pentru a detecta indolul prin metoda Kovacs, se cultivă o cultură pură în eprubete pe un mediu lichid bogat în triptofan și se adaugă câteva picături de reactiv Kovacs (alcool izoamilic - ml, l-dimetilaminobenzaldehidă - ml, clorhidric concentrat) acid - ml) Indolul, format în timpul descompunerii triptofanului de către microbi, atunci când interacționează cu benzaldehida, formează compuși de culoare roșie - "rosindoli", prin urmare, cu o reacție pozitivă, lichidul adăugat devine roșu purpuriu în câteva minute Hidrogenul sulfurat este detectat folosind o bandă de hârtie de filtru impregnată cu o soluție de acetat de plumb, care este fixată între perete și dopul eprubetei Când hidrogenul sulfurat și acetatul de plumb reacționează, hârtia devine neagră ca urmare a formării sulfurei de plumb Într-o altă variantă, în mediul dens se introduce sulfat de fier(II), care, la interacțiunea cu hidrogenul sulfurat, formează un precipitat negru de sulfură de fier (coloniile de bacterii producătoare de hidrogen sulfurat și mediul din jurul lor se înnegrează) Proprietățile biochimice ale unui număr mare de culturi de bacterii aerobe și anaerobe sunt adesea studiate folosind sisteme speciale de microtestare și analizoare microbiologice De regulă, pentru aceasta se folosesc plăci de polistiren cu godeuri izolate care conțin medii de diagnostic diferenţial uscate Când se introduce o cantitate mică dintr-o suspensie standardizată a culturii pure testate, mediul din godeuri este restabilit, iar în timpul incubării ulterioare într-un termostat, cultura crește în godeuri, arătând modificările sale caracteristice pe mediul corespunzător (vezi culoarea introduce ku, orez, ) Analizorul diferă de multimicrotestele prin aceea că contabilizarea, iar în unele dispozitive, de asemenea, inocularea și incubarea, se realizează automat (turbiditatea și modificările de culoare în mediu în fiecare godeu sunt înregistrate cu ajutorul unui spectrofotometru încorporat) Proprietățile antigenice ale culturii izolate sunt studiate, de regulă, folosind reacția de aglutinare (vezi subsecțiunea ) Virulența este determinată prin identificarea factorilor patogeni, infecția animalelor experimentale, a culturilor de țesuturi sau a modelelor experimentale (vezi subsecțiunea ) Pentru a determina sensibilitatea la agenții antimicrobieni, cultura se inoculează pe medii lichide și solide în conformitate cu metodele de cercetare acceptate (a se vedea subsecțiunea ) Proprietățile caracteristice ale bacteriilor care sunt importante pentru identificarea lor sunt prezentate în secțiunile privind diagnosticarea de laborator a bolilor pe care le provoacă În unele cazuri, o probă biologică este utilizată pentru a izola o cultură pură a agentului patogen (ciumă, tularemie etc ) (vezi subsecțiunea ) Apartenența de specii a bacteriilor aerobe este determinată prin compararea proprietăților morfologice, culturale, biochimice, antigenice și de altă natură detectate ale culturii izolate cu proprietățile bacteriilor din speciile și variantele cunoscute La a patra etapă, rezultatele studiului sunt înregistrate, analizate și se scrie un răspuns pe baza rezultatelor culturilor bacterii anaerobe Una dintre principalele cerințe pentru cultivarea bacteriilor anaerobe este crearea unei atmosfere anaerobe, îndepărtarea oxigenului din mediul nutritiv și reducerea potențialului redox al acestuia Conținutul redus de oxigen este creat prin următoarele metode: utilizarea de medii speciale cu substanțe reducătoare - acid tioglicolic, tioglicolat de sodiu, cisteină, glucoză, bucăți de țesut hepatic (mediu Kitt-Tarozzi) și creier (mediu Hibler), carne etc ; legarea sau înlocuirea oxigenului în vase închise ermetic - anaerostate, desicatoare sau pungi speciale de plastic (Fig ); izolarea anaerobilor în mediul nutritiv de la expunerea la oxigenul atmosferic (semănat în coloană înaltă într-un tub sau eprubetă, turnarea uleiului de vaselină pe suprafața mediului nutritiv, metoda Peretz etc ); folosind cutii speciale anaerobe (vezi insertul color, fig ) În prima etapă, materialul studiat pentru acumularea anaerobilor este însămânțat în mediul Kitt-Tarozzi (concentrat h* Capac de etanșare Anaerob recipient pachet generator de gaz Culturi în cupe petri Orez Creșterea anaerobilor într-un balon anaerob portabil: se creează o atmosferă fără oxigen într-un volum închis cu ajutorul unui pachet generator de gaz MPB sau bulion Hottinger, glucoză, agar-agar , %, pH , - , ) Bucăți de ficat fiert sau carne tocată se pun în fundul eprubetei pentru adsorbția oxigenului cu un strat de , - , cm și se toarnă - ml de mediu Înainte de însămânțare, mediul trebuie încălzit într-o baie de apă clocotită timp de - de minute (pentru a elimina oxigenul dizolvat în el) și apoi răcit Când formele de spori ale anaerobilor sunt izolate, mediul însămânțat este din nou încălzit la o temperatură de ° C timp de - de minute pentru a distruge formele non-spore de bacterii Culturile sunt turnate cu ulei de vaselină și plasate într-un termostat Pe lângă mediul Kitt-Tarozzi, se folosește bulion Hottinger și Jder, care conține , - , % glucoză și bucăți de organe animale, mediu tioglicol etc De exemplu, mediul tioglicol constă din hidrolizat de cazeină - , extract de drojdie și/sau carne - , glucoză - , , clorură de sodiu - , , L-cisteină și tioglicolat de sodiu - , fiecare, resazurină - , , agar-agar - , Mediul este turnat în eprubete sau flacoane, sterilizat la °C timp de minute și depozitat într-un loc întunecat În cazul înroșirii părții superioare a coloanei de mediu mai mult de! , se reface prin încălzire într-o baie de apă clocotită sau într-un curent de abur La a doua etapă se iau în considerare modificările care au avut loc în mediul de acumulare și anume apariția turbidității sau turbidității neniya și formarea de gaze Cultura bulionului este colectată cu o pipetă Pasteur, care este coborâtă printr-un strat de ulei de vaselină până la fundul eprubetei Frotiurile se prepară pe sticlă în mod obișnuit, se fixează la flacără și se colorează după Gram Examenul microscopic evidențiază semne morfologice ale anaerobilor care formează și nu formează spori (de exemplu, prezența tijelor gram-pozitive mari face posibilă suspectarea prezenței clostridiilor în material) Reînsămânțarea din mediul de acumulare se face pe medii nutritive speciale dense pentru anaerobi Coloniile izolate sunt obținute de obicei prin una dintre cele două metode descrise mai jos Materialul din mediul de acumulare se inoculează cu lovituri (sau cu o spatulă) pe cupe cu agar sânge anaerob, care sunt plasate într-un balon anaerob sau alte dispozitive pentru cultivarea anaerobilor și incubate la ° C timp de ore - ore (metoda Zeissler) Microorganismele anaerobe sunt cultivate în adâncimea unui mediu nutritiv dens (metoda de diluare în serie a lui Weinberg) Cultura din mediu se prelevează cu o pipetă Pasteur cu capătul sigilat și se transferă secvenţial în eprubetele , şi cu ml de ICN Apoi se continuă diluțiile în eprubete din sticlă subțire cu diametrul de , cm și înălțimea de cm, transferând materialul în eprubetele , și cu zahăr agar topit și răcit la °C sau mediu Wilson-Blair După solidificarea agarului, recoltele sunt plasate într-un termostat Pentru a prepara mediul Wilson-Blair, se adaugă ml dintr-o soluție de sulfit de sodiu % și ml dintr-o soluție de clorură ferică % la ml de MPA topit care conține % glucoză Orez Izolarea unei culturi pure de anaerobi prin metoda Weinberg: ca urmare a diluției secvențiale a materialului în agar topit, coloniile izolate cresc în adâncimea mediului solidificat Timp, min Orez Cromatograma eșantion obținută pentru identificarea anaerobilor după compoziția și cantitatea de acizi grași volatili La a treia etapă se studiază coloniile izolate formate în vase și se fac frotiuri din cele mai tipice Restul coloniei este inoculat în mediu Kitt-Tarozzi Din eprubete cu agar zahăr sau mediu Wilson-Blair, coloniile sunt îndepărtate cu o pipetă Pasteur sterilă sau coloana de agar este împinsă cu abur în timp ce fundul tubului este încălzit (Fig ) Frotiurile sunt preparate dintr-o parte a coloniei, iar resturile acesteia sunt semănate în mediu Kitt-Tarozzi pentru a acumula o cultură pură și incubate la °C La a patra etapă, cultura crescută pe mediul Kitt-Tarots-qi este verificată pentru puritate și identificată prin proprietăți morfologice, culturale, biochimice, antigenice și alte proprietăți (vezi mai sus) Uneori, pentru identificarea culturilor izolate (sau detectarea directă a anaerobilor în materialul de testat), cromatografia gaz-lichid determină metaboliții caracteristici "respirației" anaerobe - acizi grași volatili (Fig ) La a cincea etapă, rezultatele studiului sunt luate în considerare și analizate Etichetarea epidemiologică a tulpinilor Determinarea sensibilității fagilor Sensibilitatea la fagii de diagnosticare este utilizată ca una dintre caracteristicile pentru determinarea speciilor și genului de bacterii Pentru cupe cu un mediu nutritiv dens, cultura studiată se seamănă cu gazon, se usucă însămânțarea, iar pe suprafața acesteia se aplică o picătură de fag corespunzătoare diluției de lucru indicate pe fiolă cu o buclă sau o pipetă Pasteur Verificați preliminar corespondența titrului fagului cu cel indicat pe etichetă (vezi mai jos) Inoculările se pun într-un termostat timp de - ore Efectul litic al fagului este luat în considerare prin apariția unor pete transparente ("negative") Un rezultat pozitiv ne permite să atribuim bacteriile studiate genului sau speciei corespunzătoare Determinarea fagului bacterian Se efectuează pentru analiza epidemiologică și identificarea surselor de infecție în infecții intestinale, stafilococice, difterie și alte infecții Cupele cu , % MPA sunt uscate, căptușite pe verso în pătrate în funcție de numărul de fagi incluse în set și etichetate După aceea, o cultură de bacterii în bulion de - ore este însămânțată cu un gazon, uscat și pentru fiecare pătrat Creșterea fagilor Agar "superior" topit Celulele bacteriilor indicator Stratificarea amestecului pe agarul "inferior" într-o cutie Petri Agar cu două straturi (după solidificarea stratului superior) "Colonii negative" ale fagului "Gauza" de creștere a culturii indicator Orez Determinarea numărului de particule de fagi prin metoda straturilor de agar se aplică o picătură din fagul corespunzător în diluția de testare Inoculările se pun într-un termostat timp de - ore, după care se ia în considerare spectrul de sensibilitate al culturii la anumiți fagi pentru acțiunea politică Determinarea titrului bacteriofagului Numărul de particule de fagi din materialul de testat este determinat de obicei prin metoda stratului de agar Gracia (Fig ; vezi insertul color, Fig ) Prezența bacteriofagelor în materialul de testat este un indicator indirect al prezenței bacteriilor corespunzătoare Determinarea colifagelor în apă, de exemplu, este un indicator important al contaminării acestuia cu bacterii E coli și indică indirect prezența enterovirusurilor în aceasta (a se vedea subsecțiunea ) Definiția bacteriocinovar Spectrul de sensibilitate al tulpinilor studiate la bacteriocine de referință face posibilă determinarea surselor bolii și a circulației, de exemplu, a agentului cauzal al dizenteriei în grupuri Cupele cu un mediu nutritiv dens sunt căptușite, marcate, uscate și pe ele sunt semănate culturi indicatoare adecvate - producători de bacteriocine Inoculările sunt incubate la ° C timp de h Macrocoloniile crescute ale culturilor indicator sunt inactivate cu cloroform sau raze UV Apoi, pe suprafața agarului se toarnă - ml de MPA topit , %, unde, după răcire la o temperatură de ° C, s-au adăugat , ml din cultura de bulion de ore studiată; după solidificarea agarului, culturile sunt plasate din nou într-un termostat timp de - h Ținând cont de zonele de întârziere a creșterii din jurul culturilor indicator, se determină bacteriocinovarul bacteriilor studiate Această metodă de cercetare dă rezultate bune atunci când se folosesc culturi proaspăt izolate Determinarea bacteriocinogenovarului Determinarea activității cinogene a microorganismelor se efectuează și pentru diferențierea intraspecifică a microorganismelor în scop epidemiologic O cultură zilnică de agar sau bulion de ore în studiu este semănată pe plăci cu mediul nutritiv adecvat și plasată într-un termostat la °C timp de de ore Inactivați creșterea macrocoloniilor cu cloroform sau raze UV Apoi umpleți suprafața agarului cu ml de MPA , % cu , ml de cultură în bulion de ore a unei tulpini de referință sensibile la bacteriocinele acestei specii Semănatul se pune într-un termostat la o temperatură de ° C timp de o zi Prezența zonelor de întârziere a creșterii ale culturilor de referință indică producția de bacteriocine Utilizarea producătorilor de referință de bacteriocine și tulpini sensibile la bacteriocinele corespunzătoare face posibilă stabilirea unei var bacteriocinogene condiționate sau exacte a culturii studiate Determinarea profilului plasmidei și a altor etichete genomice În legătură cu dezvoltarea activă și utilizarea pe scară largă în ultimii ani a metodelor biologice moleculare de cercetare L-L <>chU^-^-tyL*m^± * iCh Orez Profilul plasmidic al tulpinilor din aceeași specie (profiluri identice pentru tulpinile și ) În studiul microorganismelor, unele dintre aceste metode și-au găsit aplicație nu numai în cercetarea științifică, ci sunt utilizate și pentru marcarea epidemiologică a tulpinilor Aceste metode includ determinarea profilului plasmidic sau proteic al microorganismelor, analiza de restricție, ribotiparea și analiza de amplificare De remarcat că acuratețea și fiabilitatea marcajului epidemiologic crește în seria: trăsătură fenotipică - proteină - genom plasmidial - genomul cromozomial În orice caz, astfel de markeri ajută la stabilire tulpina nr Orez Electroforeza pe gel cu puls a fragmentelor de restricție ale stafilococilor rezistenți la meticilină (MRSA) din diferite surse (profilurile nu sunt identice) Orez Southern blot de fragmente de restricție de Mycobacterium tuberculosis cu insert / (tulpinile - și - sunt identice) identificați identitatea sau neidentitatea tulpinilor izolate, determinați sursa de infecție și calea de infectare într-o anumită situație, conturați și implementați măsuri preventive adecvate (Fig - ) Determinarea sensibilității microorganismelor la antibiotice Pentru a selecta mijloacele eficiente de terapie antimicrobiană și prevenire, este important să se determine sensibilitatea culturilor izolate de agenți patogeni la medicamentele antimicrobiene În acest scop, sunt utilizate mai multe metode de cercetare: metoda disc-difuziei, metoda diluției în serie, metoda E-test, concentrațiile limită și altele Adesea, rezistograma tulpinilor este folosită ca marker de epidemie - date privind rezistența/sensibilitatea acestora la medicamentele pentru chimioterapie, ceea ce face posibilă evaluarea identității tulpinilor izolate din diferite surse Când se utilizează antibiotice în practică, este important să se determine sensibilitatea tulpinilor semnificative clinic de microorganisme la acestea Susceptibilitatea microbiană la antibiotice și alte CTP trebuie determinată în fiecare caz de infecție și periodic în timpul tratamentului Principalul indicator al sensibilității este concentrația minimă inhibitorie - MIC (μg / ml), adică concentrația minimă a unui antibiotic care întârzie creșterea unui agent cauzator de microbi într-un experiment standard Valoarea valorii MIC este determinată prin metoda diluțiilor în serie sau prin metoda difuzării în agar (disc sau E-teste) În orice caz, criteriul de sensibilitate este valoarea indicelui terapeutic t = mic/k, unde K este concentrația unui anumit antibiotic (mcg/ml) în focarul infecției (sau în sânge) la administrarea dozelor terapeutice de medicament Microbul este susceptibil, iar antibioticul este de obicei eficient din punct de vedere clinic la T , ), adică agentul cauzal este rezistent la antibiotic iar tratamentul cu tetraciclină nu va da un efect antimicrobian împotriva Staphylococcus aureus la acest pacient, chiar și cu introducerea de doze maxime (T = / = , ) Metoda de diluare în serie este considerată cea mai precisă, dar relativ laborioasă Metoda difuziei pe disc La determinarea sensibilității prin difuzie în agar, o cultură pură a agentului patogen este inoculată cu o "gazuză" pe agar nutritiv într-un vas, de exemplu, cu un tampon umezit cu o suspensie standardizată (ІО CFU/ml) a microorganismului Apoi, pe suprafața agarului sunt plasate discuri de hârtie standard impregnate cu antibiotice, care difuzează în agar, creând un gradient de concentrație Pe o ceașcă cu diametrul de mm, nu sunt plasate uniform nu mai mult de șase discuri cu o anumită cantitate de antibiotic După incubarea într-un termostat, se măsoară diametrele zonelor de inhibare a creșterii din jurul discurilor și, conform tabelelor speciale, se determină gradul de sensibilitate la un anumit antibiotic (vezi insertul de culoare, Fig ) Deoarece experimentul de difuzie este stabilit în condiții standard (compoziția și cantitatea mediului, numărul de microbi inoculați, temperatura și timpul de incubare, discuri standard etc ), fiecare valoare a diametrului zonei din jurul discului antibiotic corespunde unui anumit MIC valoare Pe baza acestor valori, au fost calculate valorile indicelui terapeutic pentru fiecare antibiotic, ceea ce face posibilă determinarea gradului de sensibilitate la un anumit antibiotic în funcție de diametrul zonei: sensibil ( ), moderat rezistent (/) și rezistent (A) ) Categoria S (din engleză, sensitive, sensitive) le include pe cele pentru care utilizarea dozelor terapeutice medii va fi suficientă pentru a tripla MIC Categoria / (din engleză, intermediar, intermediar) include acei microbi care vor necesita doze terapeutice maxime pentru suprimare Categoria R (din engleză, rezistent, stabil) sunt acele microorganisme împotriva cărora acest antibiotic va fi ineficient ip vivo (vezi mai sus) Alte metode O poziție intermediară între cele două metode descrise mai sus este ocupată de metoda de determinare a sensibilității folosind teste E Acestea din urmă sunt benzi de hârtie impregnate nu cu una, ci cu un număr de concentrații descrescătoare ale unui anumit antibiotic ( , , , , , , , µg/ml) Testele E, ca și discurile în metoda de difuzie pe disc, sunt plasate pe suprafața unui agar nutritiv standard însămânțat cu cultura de testare sub formă de "gazon" După incubare, în jurul benzii se formează o zonă elipsoidală de inhibare a creșterii, care se îngustează în regiunea concentrațiilor scăzute și "încrucișează" banda la un nivel corespunzător valorii MIC (Fig ) În studiile de masă, sunt utilizate metode automate pentru determinarea sensibilității la antibiotice Este de vă permite să simplificați și să accelerați studiul, precum și să reduceți costul acestuia Cele mai frecvent utilizate metode sunt diluțiile în serie în tablete și concentrațiile limită (micrometode) În primul caz, de regulă, se folosesc plăci de polistiren sterile gata făcute cu de godeuri, în godeurile cărora se adaugă concentrații descrescătoare de antibiotice în bulion și se liofilizează După deschiderea plăcii, se adaugă aseptic o suspensie standardizată a culturii de testat în aceeași doză (de exemplu , ml) în rândurile corespunzătoare de godeuri, se închide și se incubează la temperatura optimă În același timp, mediul este restabilit, ceea ce face posibilă, după incubarea plăcii, să se constate creșterea (turbiditatea bulionului) în acele godeuri în care antibioticul nu funcționează (vezi insertul color, Fig ) Când bulionul devine tulbure în controlul culturii și godeurile experimentale, se determină valoarea MIC Contabilitatea poate fi ținută atât vizual, cât și cu ajutorul unor analizoare microbiologice speciale Aceste dispozitive au capacitatea de a automatiza principalele acțiuni: introducerea culturii, incubarea, agitarea, determinarea densității optice (gradul de turbiditate) a lichidului din fiecare godeu, afișarea grafică a rezultatelor (inclusiv în dinamică), determinarea gradului de sensibilitate și tipărirea protocolului de studiu Orez E-test MIC antibiotic: a - , ug/ml; b - mcg/ml Metoda punctului de întrerupere poate fi considerată o metodă de diluare în serie trunchiată În conformitate cu aceasta, cultura de testare este introdusă numai în două godeuri (eprubete), unde există concentrații mari (C) și scăzute (c) ale antibioticului Concentrația de C corespunde limitei dintre tulpinile rezistente și moderat rezistente, iar concentrația de c corespunde limitei dintre tulpinile moderat rezistente și susceptibile Dacă după incubare nu există creștere în ambele godeuri, tulpina este clasificată ca susceptibilă, fie și numai în godeul cu o concentrație de C - ca tulpini moderat rezistente, iar dacă există creștere în ambele godeuri, tulpina este clasificată ca rezistentă Condiții importante pentru determinarea corectă a sensibilității microorganismelor la antibiotice sunt: folosiți numai culturi pure și respectați regulile aseptice; utilizarea mediilor nutritive standard care satisfac nevoile nutriționale ale microorganismului testat (mediu Mueller-Hinton, agar AGV, mediu NTM etc ); introducerea culturii de testat în doză standard și respectarea raportului inocul/mediu stabilit; regimul corect de incubație și metoda contabilă Având în vedere că trăsătura este supusă modificărilor fenotipice și genotipice, este recomandabil să se testeze sensibilitatea la antibiotice în culturi proaspăt izolate izolate din material înainte de terapia cu antibiotice și să se repete studiul cu culturi izolate în timpul tratamentului În ultimii ani, PCR a fost folosită în practică pentru identificarea unor gene specifice la microbi responsabili de formarea rezistenței la medicamente (genoindicarea culturilor rezistente la antibiotice) cercetare biologică Selecția și caracterizarea animalelor de experiment Cercetarea biologică constă în infectarea animalelor pentru a izola o cultură de microorganisme patogene și în studiul ulterior al virulenței acestora Biotestul este, de asemenea, utilizat pentru a determina unele toxine microbiene (vezi subsecțiunile , ) Alegerea animalelor de experiment este determinată de scopul lucrării Cel mai adesea folosit pentru a infecta șoareci albi, cobai și iepuri Ele sunt susceptibile la agenții patogeni ai diferitelor boli infecțioase umane, sunt convenabile în reproducere și ușor de înmulțit în pepiniere Rareori infectează hamsterii, dihorii, șobolanii de bumbac, maimuțele, păsările etc În laboratoare speciale, mai ales virusologice, caracterizate genetic, așa-zise liniare, se folosesc animale (șoareci, iepuri, cobai etc ), crescute prin consangvinizare Când lucrați cu animale de experiment, este necesar să ne amintim că au boli bacteriene și virale spontane, precum și infecții latente care sunt activate ca urmare a unei infecții artificiale suplimentare, ceea ce face dificilă izolarea unei culturi pure a agentului patogen și stabilirea rolul său etiologic Gnotobiotele (animalele fără automicrofloră) și animalele fără microfloră patogenă (SPF) sunt lipsite de acest dezavantaj Animalele și păsările (găini, șobolani, șoareci, cobai, purcei etc ) sunt utilizate în prezent pentru gnotobioți și SPF Animalele de laborator se caracterizează prin specie, vârstă și sensibilitate individuală la microorganisme În acest sens, la alegerea animalelor pentru cercetare, este necesar să se țină cont de specia și vârsta acestora La animalele extrasangate, sensibilitatea este caracterizată de fluctuații individuale semnificative Utilizarea animalelor liniare cu o anumită susceptibilitate constantă la microorganisme face posibilă excluderea fluctuațiilor individuale ale sensibilității și obținerea de rezultate reproductibile Animalele sunt infectate pentru a izola o cultură pură a agentului patogen în cazurile în care aceasta nu poate fi obținută în alte moduri (de exemplu, când obiectele studiate sunt contaminate cu microfloră străină care suprimă creșterea agentului patogen, cu un conținut scăzut de microorganisme sau trecerea lor la forme filtrabile) Deci, la examinarea cadavrelor descompuse de rozătoare pentru prezența agenților patogeni de ciume, cobaii sunt infectați (cu o suspensie de organe, sânge), care mor după - zile cu simptome de septicemie (multiplicarea microorganismelor în sânge) O cultură pură a agentului patogen este ușor izolată din sângele și organele interne ale unui cobai Infecția animalelor susceptibile de a reproduce procesul infecțios este utilizată în bolile cauzate de rickettsiae și viruși Injectarea de material la șoareci, de exemplu, de la un pacient cu encefalită transmisă de căpușe, provoacă paralizie și moarte la ei Pentru a determina virulența ciumei, tularemiei, botulismului, antraxului și a unor boli virale, culturi izolate de la pacienți sunt administrate la șoareci albi, cobai, șoareci sugari și alte animale de experiment Pregătirea animalelor de experiment Selecția animalelor Experimentele sunt efectuate numai pe animale sănătoase, cu o blană netedă, strălucitoare, mișcându-se activ și mâncând bine alimentele Este de dorit să folosiți animale de aceeași vârstă, sex, greutate Înainte de infectare, animalele sunt cântărite și se măsoară temperatura lor: la iepuri și cobai cu un termometru în unghi care se introduce în rect și la șoareci cu ajutorul unui echipament special Cântărirea și măsurarea temperaturii sunt efectuate nu numai înainte de infectare, ci pe tot parcursul experimentului Temperatura normală la animalele de laborator variază în următoarele limite: la cobai - , - , ° C, la iepuri - , - , ° C, la șoareci - - ° C Marcare Marcarea (marcarea) animalelor mici (de exemplu, șoarecii) constă în vopsirea diferitelor părți ale blanii cu soluții de coloranți anilină, acid picric, sau în aplicarea semnelor de marcare pe urechi În protocolul experimentului se notează numărul sau eticheta fiecărui animal Pentru marcarea cobai, natura modelului de lână este notă sub forma unei diagrame Locul de introducere a materialului este pregătit în ajunul experimentului, astfel încât iritația pielii să dispară în momentul administrării În zone limitate, părul este tuns, bărbierit (smularea nu este recomandată) sau îndepărtat cu depilatoare Pentru depilare, un amestec dintr-o parte de sulfat de bariu și două părți de oxid de zinc este diluat cu apă pentru a obține o masă sub formă de smântână groasă și această masă este aplicată pe păr timp de minute, după care este îndepărtată de-a lungul cu părul, iar pielea se spală bine cu apă Imediat înainte de injectare, pielea este dezinfectată cu alcool sau tinctură de iod La animalele mici, părul nu este îndepărtat, ci tratat cu ICHN steril Fixarea animalelor Imobilitatea animalului în timpul experimentului se realizează prin folosirea unor mașini speciale, scânduri de fixare, cutii sau tehnici, cu ajutorul cărora asistentul fixează animalul în poziția dorită Pentru injecțiile subcutanate și intradermice, iepurii și cobaii sunt așezați pe o parte, cu o mână țin membrele posterioare, iar cu cealaltă se apucă de piept, introducând degetele în axile La prelevarea sângelui din inima animalelor sau introducerea de material, acestea sunt așezate pe spate, întinzând membrele anterioare în lateral și ușor în sus (Fig ) Mouse-ul este luat de mâna stângă de coadă, coborât pe masă, corpul este apăsat rapid de masă cu două degete ale mâinii drepte și, mișcându-le de-a lungul spatelui, apucă pielea deasupra capului Animalul este ușor întins Pentru a ține mouse-ul fără asistent (cu o mână), Orez Luând sânge din inima unui iepure Orez Infecția șoarecilor pe cale intraperitoneală scalpul se fixează cu degetele mâinii stângi, iar coada - cu degetul mic și palma aceleiași mâini (Fig ) Instrumentele necesare pentru infectarea animalelor (seringi demontate, ace, pensete etc ) se fierb timp de de minute Materialul patologic sau o suspensie de microorganisme este tras într-o seringă peste o cuvă cu o soluție dezinfectantă Pentru a preveni stropirea la îndepărtarea bulelor de aer, acul este introdus în vată sterilă, seringa este răsucită cu acul în sus și aerul este împins afară împreună cu o cantitate mică de material Vata contaminata se indeparteaza cu o penseta si se scufunda intr-o solutie dezinfectanta După infectare, seringa și instrumentele sunt fierte din nou timp de de minute sau mai mult, în funcție de rezistența microorganismelor din material Metode de infectare În timpul infecției experimentale a animalelor, materialul studiat este administrat în diferite moduri: subcutanat, subcutanat, intradermic, intramuscular, intravenos, prin gură și în diferite organe și țesuturi - creier, mucoasă, tract respirator etc introducerea materialului depinde de afinitatea agentului patogen față de anumite țesuturi ale corpului (tropism), iar volumul inoculului depinde de metoda de administrare a acestuia și de tipul de animal (Tabelul ) Infecția prin gură (per os) se realizează prin adăugarea de material infecțios la hrana sau apa de băut Înainte de infectare, animalele nu sunt hrănite în timpul zilei Infecția se poate face folosind o sondă sau cateter elastic, seringă și ac, măcinate în unghi drept sau cu o măsline la capăt Infecția subcutanată se efectuează după cum urmează Cu două degete ale mâinii stângi apucă pielea și introduc un ac în pliul format (Fig ) După străpungerea pielii, schimbați ușor direcția acului, astfel încât, după îndepărtarea acestuia, materialul să nu se reverse, apoi conținutul seringii este injectat prin apăsarea pistonului cu dreapta Tabelul Principalele moduri de infectare a animalelor de laborator Calea de introducere a materialului infecțios Volumul inoculului, ml Soarece Cobai Iepure În creier , (nou-născuți - , ) , (trepanare) , - , (trepanare) Intradermic , - , , - , , - , În cavitatea abdominală Până la , (nou-născuți - , ) până la , până la , IV până la , până la , până la , Prin nas , - , până la , până la , Subcutanat Până la , (nou-născuți - , ) , - , , - , Intramuscular , (nou-născuți - , ) , , În camera anterioară a ochiului - , - , , - , Pe corneea scarificată , - , - , - , mână, și scoateți rapid acul, după ce ați pus pe el vată înmuiată în alcool Iepurilor și cobaii li se administrează injecții subcutanate pe spate și abdomen, iar la șobolani și șoareci - pe spate, la rădăcina cozii Infecția intradermică necesită îndepărtarea mai minuțioasă a părului animalului Pielea este întinsă cu două degete ale mâinii stângi Orez Infecția subcutanată a cobaiului iar un ac subțire este introdus sub o gaură ascuțită, subțire, în stratul de suprafață al epidermei, astfel încât capătul său să strălucească prin piele Odată cu introducerea corectă a lichidului, apare o cotă clar delimitată, care nu dispare în - minute Pielea de deasupra capătă aspectul unei coji de lămâie Nu se injectează intradermic mai mult de , - , ml de lichid Infecția cutanată este o metodă prin care materialul de testat este frecat cu o baghetă de sticlă în pielea intactă sau scarificată Scarificarea (crestăturile) se face cu un bisturiu sau un stilou special Materialul este frecat în locuri inaccesibile pentru lins (pe spate, mai aproape de cap) Infecția intraperitoneală se efectuează astfel încât materialul infectant să intre în partea inferioară a cavității abdominale din stânga În același timp, animalul își ține capul Orez Infecția intravenoasă a unui iepure până la intestine pozitionat spre diafragma Pielea este străpunsă cu un ac într-un unghi ascuțit resturi, apoi instalați seringa în raport cu ea sub linie dreaptă unghi, străpunge abdomenul perete și injectați conținutul seringii Infecția intravenoasă poate diferi ca metodă, în funcție de tipul de animal Materialul care infectează iepurii este injectat în vena marginală a urechii Îndepărtarea părului de-a lungul marginii exterioare ureche, pentru o umplere mai bună a sângelui, prindeți-i baza, frecați-o, bateți-o cu clicuri sau ungeți-o cu xilen Acul este introdus în venă într-un unghi ascuțit (Fig ) în direcția fluxului sanguin, compresia este oprită înainte de injectare Cu o presiune ușoară pe pistonul seringii, lichidul intră liber în fluxul sanguin Dacă acul nu este într-o venă, lichidul este dificil de pătruns, formând o umflătură la locul injectării În astfel de cazuri, o a doua injecție trebuie făcută mai aproape de baza urechii Înainte de a scoate acul, vena este storsă cu bumbac steril uscat și nu este îndepărtată până când opri sangerarea, Șoarecii sunt injectați în venele cozii Asistentul ține mouse-ul și strânge rădăcina cozii Pentru o alimentare mai completă cu sânge a vaselor, coada este scufundată timp de - minute în apă încălzită la ° C Puncția se face cel mai bine la baza cozii, unde vasele sunt situate mai superficial și venele sunt mai largi În timpul injectării, compresia la rădăcina cozii este oprită La cobai, materialul este injectat într-o venă de pe suprafața interioară a coapsei, după tăierea și separarea pielii După injectare, rana este suturată Infecția intracardiacă conform tehnicii nu diferă de prelevarea de sânge din inimă Iepurele sau porcușorul de Guineea sunt fixați așa cum este descris mai sus, cu capul animalului în stânga experimentatorului Lâna din partea stângă a pieptului este tăiată, pielea este dezinfectată cu alcool și iod deget mare * Cu vârful mâinii stângi, experimentatorul apasă ușor pe partea dreaptă a pieptului animalului, în timp ce cu degetul arătător simte bătăile inimii și în același timp determină poziția coastelor Acul este introdus în spațiul intercostal la locul bătăilor inimii perpendicular pe piept Dacă acul se află în cavitatea inimii, sângele intră în seringă în șocuri În caz de eșec, se scoate acul și se face din nou o puncție, verificând cu atenție localizarea impulsului cardiac (nu puteți schimba direcția acului fără a-l scoate, deoarece acest lucru poate afecta mușchiul inimii) Apoi, locul de puncție este dezinfectat cu o soluție alcoolică de iod De obicei, după ce se ia o cantitate mare de sânge, aceeași cantitate de CNI steril este injectată sub pielea animalului Infecția prin nas se efectuează în spatele unui geam de protecție Materialul se injectează sub anestezie (eter), pentru care se pun animale (șobolani, șoareci) într-un borcan închis ermetic, pe fundul căruia se pune vată înmuiată în eter Sub anestezie optimă la animale, se observă o respirație ritmică profundă Materialul este injectat în fiecare pasaj nazal folosind o seringă cu un ac pus pe ea sau o pipetă Pasteur Sub anestezie superficială, animalele păstrează un reflex de strănut, iar materialul poate fi împroșcat, ceea ce prezintă un risc de infecție pentru experimentator Dacă anestezia este prea profundă, respirația animalelor este superficială, iar materialul nu este atras în căile nazale Infecția în camera anterioară a ochiului este o metodă rar folosită Animalul este fixat cu spatele sus - picături dintr-o soluție % de novocaină sau alt anestezic sunt instilate în cavitatea conjunctivală Dispariția reflexului corneean indică anestezie a ochiului Asistentul fixează capul iepurelui de suprafața mesei pe o parte și, cu capătul tocit al pensetei, îndepărtează globul ocular de pe orbită din partea colțului său interior Cu mâna stângă, globul ocular este prins de conjunctivă cu o pensetă, iar cu un ac subțire în mâna dreaptă, corneea este străpunsă paralel cu irisul Acul este avansat lent spre centrul corneei până când există lichid în lumenul său După expirarea a - picături de lichid, se pune o seringă pe ac și se injectează , - , ml de material infecțios în camera anterioară a ochiului Infecția la nivelul creierului se realizează folosind diferite animale Șoarecii și șobolanii sunt fixați cu degetul mare și arătătorul mâinii stângi pe scalp și cu degetul mic și inelar pe coadă Craniul este străpuns cu un ac pus pe o seringă cu tuberculină, lateral de linia mediană, după tratarea prealabilă a pielii cu o soluție alcoolică de iod % La iepuri și cobai, materialul este injectat prin șanțul suborbital Animalele sunt fixate, pielea este eliberată de păr și tratată cu o soluție alcoolică de iod %, brazda este sondată du, mutați ușor pielea și străpungeți osul din colțul interior al ochiului cu un ac scurtat ( - mm lungime), îndreptându-l spre linia mediană și în sus Cobaii și iepurii pot fi, de asemenea, infectați printr-o gaură Uneori, pentru a crește probabilitatea izolării agentului patogen, același animal (adult sau alăptat) este infectat simultan în două sau trei moduri (în creier, în cavitatea abdominală, intramuscular) La determinarea rezultatelor experimentului nu sunt luate în considerare animalele care au murit în de ore de la introducerea materialului (deșeuri traumatice) Animalele infectate sunt ținute într-un laborator sau într-o cameră specială situată la distanță de pepinieră După infectare, acestea sunt așezate în cuști sau borcane înalte de sticlă, acoperite cu o plasă metalică deasupra Camera trebuie să fie caldă și uscată Șoarecii sunt deosebit de sensibili la frig; Cobaii sunt sensibili, pe langa frig, si la umiditatea ridicata Animalele ar trebui să primească în mod regulat hrană cu suficiente vitamine, apă; starea lor trebuie monitorizată sistematic Trebuie amintit că femela poate mânca ventuze dacă au miros (a iod, alcool, mâinile experimentatorului), precum și dacă nu este suficientă apă pentru băut și ventuzele sunt bolnave Prin urmare, atunci când infectați ventuzele, ar trebui să lucrați cu mănuși și să monitorizați disponibilitatea constantă a apei de băut Observarea zilnică permite îndepărtarea în timp util a animalelor bolnave pentru autopsie și cercetări ulterioare Autopsie la animale Se efectuează o autopsie a animalelor moarte și uneori bolnave pentru a extrage organele afectate, a detecta agentul patogen care a provocat moartea animalului, a izola o cultură pură a agentului patogen și a determina locația localizării acestuia Animalele bolnave sunt sacrificate folosind anestezie cu eter sau embolie aeriană La deschiderea cadavrului unui animal, trebuie respectate o serie de condiții O autopsie trebuie efectuată cât mai curând posibil după moartea animalului, deoarece microflora intestinală pătrunde rapid în țesuturi, sânge și organe La temperatura camerei, acest lucru se întâmplă după - ore, iar la temperatura frigiderului - după - de ore, astfel încât cadavrul este ținut la rece până la autopsie Animalele sunt disecate cu respectarea regulilor aseptice, folosind doar instrumente sterile, care sunt schimbate la deschiderea fiecărei cavități, precum și un organ Orez Fixarea și autopsia cadavrului unui șoarece alb Înainte de deschidere, părul animalului este umezit cu o soluție dezinfectantă pentru a preveni infectarea lucrătorilor și infectarea obiectelor din jur Cadavrele animalelor care au murit din cauza ciumei sunt scufundate în kerosen pentru a inactiva ectoparaziții - purtători de agenți patogeni ai ciumei Cadavrele se deschid pe o placă vopsită bine tăiată, plasată într-o cuvă metalică cu soluție dezinfectantă Rezultatele autopsiei sunt reflectate în mod clar și detaliat în protocol, indicând data infecției și natura materialului introdus Cadavrul animalului este așezat pe spate, labele sunt întinse în lateral, în exterior tegument, observând prezența ulcerelor (cu tuberculoză), căderea părului și decolorarea pielii (cu infecție anaerobă), etc Apoi cadavrul animalului este fixat de scândură cu ace de disecție sau cuie ascuțite (Fig ) Înainte de deschidere, instrumentele sunt transferate din sterilizator într-un borcan cu alcool, iar înainte de utilizare sunt arse în flacără arzătoare Deschiderea tegumentului exterior începe cu o incizie longitudinală a pielii de la maxilarul inferior până la pubis Pielea este tăiată, se fac incizii către membre și se aruncă lamburile sale în lateral, expunând întreaga suprafață frontală a corpului animalului Se notează starea țesutului subcutanat și a ganglionilor limfatici, iar dacă apar modificări în acestea, se fac culturi în medii nutritive și preparate de amprentă (atingând locul inciziei cu o lamă de sticlă) Uneltele folosite sunt scufundate într-o soluție dezinfectantă La deschiderea cavității toracice, întreaga zonă eliberată de piele este umezită cu alcool și incendiată Procesul xifoid este surprins cu pensete, sub acesta se face o incizie transversală și două longitudinale, tăind coastele la joncțiunile lor cu cartilajul Clapa rezultată sub formă de triunghi (baza este la diafragmă, iar partea superioară este la claviculă) este pliată și se examinează starea organelor toracice, se observă prezența exudatului, se fac hemoculturi și preparate de țesut pulmonar Sângele este luat din inimă cu o pipetă Pasteur Epicardul este tăiat preliminar și suprafața mușchiului cardiac este cauterizată prin aplicarea unui bisturiu fierbinte sau a unei pensete, apoi capilarul pipetei este introdus în regiunea ventriculului sau atriului animalului; sângele care a intrat în capilar este semănat pe medii nutritive, iar din restul acestuia se fac frotiuri Cavitatea abdominală se deschide cu atenție pentru a nu capta ansa intestinală Pentru a face acest lucru, ridicați peretele abdominal cu penseta, faceți tăieturi longitudinale cu foarfece de la diafragmă până la pubis și două tăieturi transversale către membre După ce îndepărtează lambourile musculare, se examinează starea organelor abdominale, acordând o atenție deosebită dimensiunii, culorii și consistenței splinei, ficatului și glandelor suprarenale Apoi recoltele sunt făcute din țesutul splinei, ficatului, ganglionilor limfatici mezenterici și exudat Suprafața organului este cauterizată cu un bisturiu fierbinte și se face o incizie în această zonă La locul inciziei, se face o răzuire cu o buclă și se seamănă în medii nutritive Pentru a pregăti un frotiu, se decupează o bucată mică de țesut, se ia cu penseta și se atinge suprafața unei lame de sticlă (pregătirea amprentei) sau se întinde peste ea într-un strat subțire După autopsie, cadavrul animalului este ars, sterilizat sau fiert timp de - ore într-o soluție de fenol Toate instrumentele, cuvetele și placa de fixare sunt tratate cu soluții dezinfectante sau sterilizate Cadavrele animalelor care au murit din cauza unor infecții deosebit de periculoase sunt deschise în încăperi speciale cu precauții speciale (vezi subsecțiunea ) Izolarea unei culturi pure de microorganisme aerobe și anaerobe și identificarea acestora se efectuează conform regulilor general acceptate (a se vedea subsecțiunile și ) Determinarea virulenței microorganismelor La studierea proprietăților microorganismelor, în unele cazuri se determină virulența lor (gradul de patogenitate) Acest lucru este necesar pentru caracterizarea agenților infecțioși izolați de la pacienți, micropurtători și din mediul extern, pentru a stabili virulența reziduală a vaccinurilor vii, pentru a identifica intensitatea imunității la animale etc Virulența se exprimă cantitativ: în termeni de doză letală sau infecțioasă, aderență, invazie, citotoxicitate și alți indicatori ai gradului de patogenitate a tulpinii studiate De exemplu, Dlm (dosis letalis minima, doza minimă letală) este numărul minim de microorganisme care provoacă moartea a % dintre animalele unei anumite specii dintr-un grup, LD Q (doză letală pe jumătate) - numărul de microorganisme care provoacă moartea a % dintre animalele infectate din grup LD Q este un indicator mai fiabil al virulenței, deoarece depinde într-o măsură mai mică de sensibilitatea individuală a animalelor La determinarea LD Q, specia, sexul, greutatea animalelor, condițiile de păstrare, hrănire ar trebui să fie strict standardizate Din cultura de bacterii, virusuri sau toxine se fac dilutii de ori, fiecare dintre acestea fiind administrata la cel putin - animale După o anumită perioadă, se notează numărul de animale moarte din fiecare grup și se calculează LD Q Pentru a calcula LD Q există mai multe metode: Reed și Mench, Bliss (metoda probit), Kerber modificat de I P Ashmarin etc Aceste metode pot pot fi găsite în manuale speciale de biometrie În prezent, ei încearcă să nu folosească animale de laborator pentru a determina virulența (din cauza costului ridicat al cercetării și din motive etice) În acest scop, sunt utilizate pe scară largă și alte metode de determinare a virulenței: infectarea culturilor de țesuturi, embrioni de pui, culturi de protozoare, precum și identificarea factorilor individuali de patogenitate sau determinanții lor genetici (vezi Secțiunile și ) Pentru a identifica proprietăți atât de importante ale agentului patogen, cum ar fi adezivitatea, invazivitatea, citotoxicitatea, un monostrat al unei culturi de țesut standard (HeLa, Hep- , Vego etc ) este infectat cu o cultură de testare a unui microorganism într-un raport cantitativ strict definit După anumite perioade ( , , h) de contact în condiții optime pentru creșterea culturii de țesuturi, lichidul de cultură este turnat, monostratul este spălat de particulele microbiene nelegate, fixat, colorat și microscopat În același timp, se examinează - de celule ale monostratului și se notează starea acestora (se detectează semne de acțiune citopatică), se numără numărul de microorganisme localizate intra și/sau extracelular (aderate) și indicii corespunzători se calculează: indicele de adeziune - numărul mediu de celule microbiene care au aderat Orez Determinarea virulenței în cultura de țesut: celulele Yersinia enterocolitica invazive sunt vizibile în citoplasma celulelor eucariote la o celulă eucariotă, indicele de citotoxicitate este proporția (%) de celule monostrat cu semne de acțiune citopatică etc (Fig ) Multe proprietăți patogene ale microorganismelor se corelează cu trăsături fenotipice ușor detectabile in vitro, numite markeri de virulență În unele cazuri, pentru a determina virulența, este suficientă detectarea unor astfel de semne într-o cultură izolată Deci, în yersinia enteropatogenă (agenți cauzatori ai yersiniozei și pseudotuberculozei), dependența de calciu a creșterii este determinată la ° C (pe un mediu cu deficit de calciu), în agenții cauzatori ai escherichiozei intestinale și urinare - adezinele corespunzătoare (în aglutinare) reacție), în bacilul difteric - exotoxină (în reacția de imunodifuzie) etc Studiu serologic Baza unui studiu serologic este o reacție imunologică - o interacțiune specifică a unui anticorp (AT) cu un antigen (AG) Această reacție se numește serologică, deoarece pentru producerea ei se utilizează ser (ser) care conține anticorpi Reacțiile serologice sunt utilizate în două direcții: pentru a identifica o structură antigenică necunoscută, adică pentru a determina antigene necunoscute ale bacteriilor, virușilor, toxinelor etc folosind anticorpi cunoscuți conținuti în serurile de diagnostic imun] pentru diagnostic serologic, i e pentru determinarea anticorpilor necunoscuți (în serul de sânge studiat) folosind AG cunoscut, un diagnosticum preparat, de regulă, din tulpini de microbi de referință Astfel, în reacțiile serologice, una dintre cele două componente principale (AG sau AT) trebuie întotdeauna cunoscută Principalele tipuri de reacții serologice includ aglutinarea, precipitarea, liza, neutralizarea, reacțiile folosind o etichetă, precum și diferitele modificări ale acestora Reacția de aglutinare Aglutinarea este aderarea microorganismelor, eritrocitelor sau a altor celule sub acțiunea unor anticorpi specifici în prezența unui electrolit RA aproximativă și extinsă sunt utilizate pe scară largă pentru a diagnostica multe boli infecțioase RA necesită trei componente: ) AG (aglutinogen); ) AT (aglutinină); ) IHN Reacția aproximativă de aglutinare RA aproximativă se efectuează pe lame de sticlă Pentru a face acest lucru, câteva picături de ser în diluții mici ( : - : ) și o picătură de ICN pentru control sunt aplicate pe un pahar degresat cu o pipetă Pasteur Pentru identificare, în fiecare picătură de ser, precum și într-o picătură de control, se introduce o buclă a unei culturi zilnice a microorganismului de testat prelevată de pe suprafața unui mediu nutritiv dens Pentru a detecta anticorpii în serul de sânge studiat, se introduce în el picătură dintr-o suspensie de microorganisme cunoscute (diagnosticum), precum și într-o picătură de CNI, cu o pipetă Pasteur Cultura introdusă se amestecă bine până se obține o suspensie Reacția are loc la temperatura camerei Rezultatele reacției sunt luate în considerare cu ochiul liber după - minute, uneori se folosește o lupă ( x) pentru aceasta Dacă lamelele de sticlă sunt plasate într-o cameră închisă umedă pentru a preveni evaporarea picăturilor, atunci rezultatele reacției pot fi luate în considerare mai târziu Cu o reacție pozitivă într-o picătură de ser, se observă aspectul fulgilor (mari sau mici), vizibili clar pe un fundal întunecat atunci când lama de sticlă este agitată Când este negativ, lichidul rămâne uniform tulbure, ca în control (Fig ) În cazurile în care numărul de microorganisme este mic și este dificil de luat în considerare rezultatele reacției, se usucă o picătură de ser cu o cultură adăugată, se fixează preparatul, se colorează cu Pfeiffer fuchsin și se microscopează Cu o reacție pozitivă, întregul câmp vizual este lipsit de microorganisme, doar în unele zone se observă acumularea acestora Cu o reacție negativă, microorganismele sunt distribuite uniform pe întregul câmp vizual Această reacție se numește microaglutinare Reacție de aglutinare extinsă RA extinsă este utilizată pentru diagnosticul serologic al bolilor infecțioase - febră tifoidă și febră paratifoidă (reacție Vidal), tifos (reacție Weigl), bruceloză (reacție Wright), tularemie și altele - cu boală cerebrovasculară Orez Reacție de aglutinare pe sticlă cu ser de diagnostic al SVI pentru detectarea antigenelor asociate plasmidei Yersinia enterocolitica virulentă: a - control; b - reacție pozitivă Lew determinând cantitatea (titrul) de AT-aglutinină din serul pacienților Pentru a efectua reacția, un adult ia - ml de sânge din vena cubitală sau degetul, lobul urechii, iar la copiii mici - ml de la călcâi Serul de sânge este separat și ICN este diluat de la : sau : la : sau : Serul în diluții mici nu este utilizat, de obicei, deoarece anticorpii normali pot fi găsiți în sânge, ceea ce poate provoca nespecifici ( fals - pozitiv) aglutinare Ca antigen în această reacție, se folosesc diagnostice - suspensii de microorganisme cunoscute ucise și, în unele cazuri, vii Diagnosticele de la microorganisme ucise în forma sunt foarte stabile, nu își pierd proprietățile timp de câțiva ani și nu prezintă un pericol biologic Tehnica de efectuare și contabilizare a rezultatelor RA cu serul pacientului sunt prezentate în tabel Toate ingredientele sunt turnate în eprubete sau godeuri ale plăcii de titrare într-o anumită secvență Gătit Tabelul Schema reacției de aglutinare Ingrediente și adepți - Numărul de ingrediente în tuburi Numărul tubului experimental (diluții de ser obținute) Control operații notabile ( : ) ( : ) ( : ) ( : ) ( : ) ser ( : ) al diagnosticianului cum ICN, ml - , , , , - , Ser pacientului diluat : , ml , , - - - , - Prepararea diluțiilor în serie Diagnostic-cum, picături - Amestecare și incubare ( ore la °C + - ore la temperatura camerei) Exemplu de luare în considerare a reacției + + - - - - - Interpretarea rezultatului: RA este pozitiv la un titru de : diluții de ori de ser Se adaugă - picături de diagnosticum (o suspensie omogenă de - miliarde de microorganisme în ml) în fiecare eprubetă cu ser diluat, se agită energic și se pun într-un termostat la °C timp de ore, după care rezultă reacția sunt luate în considerare preliminar, începând cu controale (ser și AG) Absența aglutinarii în tuburile de control și prezența fulgilor suspendați în eprubete indică o reacție pozitivă Tuburile se lasa la temperatura camerei timp de - ore, dupa care se iau in sfarsit rezultatele Intensitatea reacției este exprimată semicantitativ (plusuri) Cu aglutinare completă (++++), lichidul este complet transparent, iar la fundul tubului se află un sediment de fulgi de microorganisme lipicioase Cu cât sunt mai puține microorganisme aglutinate, cu atât lichidul este mai tulbure și sedimentul mai puțin floculant la fund (+++, ++, +) Cu o reacție negativă (-), nu există fulgi, suspensia rămâne uniform tulbure și nu se poate distinge ca aspect de conținutul eprubetei cu control AG (se poate observa un mic precipitat dens de celule nelipicioase) Manifestările externe ale RA depind de tipul de hipertensiune arterială și de dimensiunea celulelor La bacterii, interacțiunea antigenelor somatice (O-AG) cu antigenele specifice are loc lent, iar după - de ore se formează un precipitat cu granulație fină La agitare, boabele mici de ag-glutinat nu se sparg Aglutinare similară se observă la agenții patogeni ai tularemiei, brucelozei etc Prezența N-AG flagelar (Salmonella typhoid, paratifoid) determină apariția rapidă a aglutinarii După - ore, se formează fulgi mari care se sparg ușor (Fig ) Orez Reacția de aglutinare în eprubete Orez Reacția de aglutinare a Leptospirei în câmpul întunecat al unui microscop (microaglutinare) Aglutinarea leptospirei vii este studiată în prepararea unei picături zdrobite sub iluminare laterală Pe un fundal întunecat, leptospirele lipite sunt vizibile sub formă de "păianjeni" luminoase (Fig ) În absența serurilor de diagnostic adsorbite sau a sistemelor de testare bazate pe anticorpi monoclonali, RA desfășurată este plasată cu ser de diagnostic neadsorbit pentru a determina specia, serogrupul și serovarul de microorganisme necunoscute (identificare prin structura antigenică) O astfel de reacție se efectuează conform unei scheme care nu diferă de schema unui RA extins pentru serodiagnosticul infecțiilor Reacții de aglutinare indirectă (pasivă) În unele cazuri, antigenii utilizați pentru reacția de aglutinare sunt atât de puternic dispersați încât complexul aglutinogen-aglutinină nu este vizibil cu ochiul liber Pentru a face această reacție clar vizibilă, s-au propus metode pentru adsorbția unor astfel de antigene pe particule purtătoare mai mari, urmată de aglutinarea acestora cu anticorpi specifici Ca adsorbanți se folosesc eritrocite, diferite tipuri de bacterii, particule de latex, cărbune, talc, koalin etc Această reacție se numește reacție de aglutinare indirectă sau pasivă Un rezultat pozitiv al reacției se manifestă prin aglutinarea vizibilă a particulelor purtătoare Reacția de hemaglutinare indirectă (pasivă) Eritrocitele au cea mai mare capacitate de adsorbție Reacția cu ajutorul eritrocitelor se numește hemaglutinare indirectă sau pasivă (RIHA sau RPHA) Pentru producerea RIGA se pot folosi eritrocite de oi, cai, iepuri, gaini, soareci, oameni si altele, care sunt recoltate pentru utilizare viitoare, tratate cu formol sau glutaraldehida Capacitatea de adsorbție a eritrocitelor crește atunci când sunt tratate cu soluții de tanin sau clorură de crom Antigenele polizaharide ale microorganismelor, extractele de vaccinuri bacteriene, antigenele virusurilor și rickettsia, precum și alte substanțe pot servi ca antigene în RIGA Eritrocitele sensibilizate de AG se numesc erythrocyte diagnosticums Pentru prepararea diagnosticului de eritrocite, cel mai des sunt utilizate eritrocitele de berbec, care au o activitate de absorbție mare Mod de fixare RIGA Sângele prelevat din vena jugulară a unui berbec adult se pune într-un borcan de sticlă cu mărgele, se defibrinează prin agitare timp de - minute și se filtrează printr-un filtru din tifon de bumbac După centrifugare timp de min la rpm, eritrocitele sunt spălate de - ori în ICN, precipitatul este resuspendat în acesta și se adaugă un volum de ori de formol % (pH , ), în care eritrocitele sunt lăsate timp de - zile la °C Apoi se precipită din nou eritrocitele și se repetă procedura cu soluție proaspătă de formol, după după care sunt spălate cu un volum de de ori ICN și aduse la o concentrație de % Eritrocitele fixe sunt depozitate la °C Pentru sensibilizarea eritrocitelor, la volume se adaugă volum de AG, volum de suspensie % de eritrocite formalizate și volum de soluție , - , % de clorură de crom sau tanin la o diluție de : - : de apă distilată Amestecul este lăsat timp de - minute la temperatura camerei, apoi se adaugă un volum egal de ICN și amestecul este centrifugat timp de de minute la rpm Sedimentul eritrocitelor sensibilizate este spălat de - ori cu un volum de de ori CNI, apoi resuspendat la o concentrație de % într-o soluție de stabilizare constând din volume egale dintr-o soluție de zaharoză % și ser uman donator Ca control, se folosesc eritrocite formalizate sensibilizate cu alt antigen sau eritrocite nesensibilizate formalizate RIGA este plasat convenabil în plăci de titrare folosind un microtitru Takachi pentru a dilua materialul Serurile de testat sunt încălzite timp de de minute la °C pentru a inactiva complementul Pentru adsorbția hemaglutininelor nespecifice, la ser se adaugă o suspensie de % de eritrocite de oaie formalizate sau proaspăt spălate în proporție de , ml suspensie la ml ser diluat Amestecul este agitat și incubat timp de min la °C sau oră la temperatura camerei, după care eritrocitele sunt precipitate prin centrifugare Puteți lăsa serul la frigider până a doua zi pentru precipitarea eritrocitelor În funcție de volumul de reacție, se adaugă - picături de ICN în godeurile în formă de tZ ale plăcii Takachi, apoi se adaugă seruri inactivate ( - picături) în primele godeuri și se prepară diluțiile lor de două ori Apoi, în fiecare godeu cu diluție de ser se introduce un diagnostic de eritrocite, o suspensie de % de eritrocite sensibilizate cu antigene ( - picături fiecare), precum și în controlul AG (bună cu - picături de ICN) Pentru a controla serul pentru heterohemaglutinine, acesta este amestecat în aceleași proporții cu eritrocitele de control (AG nesensibilizate) De asemenea, este obligatoriu controlul eritrocitelor sensibilizate pentru absența aglutinarii spontane Plăcile se scutură bine și se pun timp de - ore într-un termostat la °C sau se lasă la temperatura camerei până a doua zi Rezultatele reacției sunt luate în considerare de prezența hemaglutinării - un sediment liber de eritrocite lipite împreună pe fundul și suprafețele laterale ale puțurilor ("umbrelă") Nu trebuie să existe hemaglutinare la controale (se remarcă apariția unui sediment eritrocitar dens sub formă de buton sau inel) Un exemplu de luare în considerare a micrometodei RIGA este prezentat în insertul color, fig Reacția de inhibare a hemaglutinării pasive (indirecte) (RTPGA) Reacția este efectuată pentru a detecta agenții patogeni AG în materialul de testat prin adăugarea de ser imunitar de diagnosticare la acesta În prezența AG omolog, se produce legarea AT, prin urmare, după adăugarea eritrocitelor sensibilizate la AG, aglutinarea acestora nu are loc Acest lucru este considerat un rezultat pozitiv Tehnica de fixare a RTPGA În godeurile plăcilor de polistiren sau tuburilor de aglutinare, adăugați , ml dintr-o soluție % de ser normal de iepure și faceți diluții în serie de ori ale materialului de testat Apoi, se adaugă , ml de ser imun în toate godeurile, placa este agitată și lăsată timp de de minute la °C sau timp de oră la temperatura camerei În plus, în toate godeurile se adaugă , ml de diagnostic antigenic, tableta este agitată și lăsată timp de ore, după care se iau în considerare rezultatele La efectuarea acestei reacții, la controalele pentru RIGA se adaugă un control pentru specificitatea serului imun, constând din antigen specific, ser imun și o suspensie de eritrocite sensibilizate Pentru o mai mare sensibilitate a reacției, la materialul de testat se adaugă ser imun specific într-o cantitate minimă ( unități de hemaglutinare) Titrul serului imun este determinat în prealabil în RIGA Pentru o unitate de hemaglutinare, luați diluția limitativă a serului, care provoacă aglutinarea eritrocitelor RTPHA este, de asemenea, utilizat pentru a detecta anticorpi specifici (compleți și blocanți), pentru care se adaugă o cantitate dozată de AG în serul de testare Dacă conține AT, atunci AG lor se leagă, prin urmare, după adăugarea eritrocitelor sensibilizate cu AT (etapa a -a a RTPGA), aglutinarea eritrocitară nu are loc Datorită utilizării unei cantități minime de AG ( doze de neutralizare), reacția este foarte sensibilă Numărul de doze de neutralizare din preparatul antigenic este determinat utilizând RIGA, în timp ce diluțiile în serie de ori de AG sunt făcute într-o soluție % de ser normal de iepure și se adaugă în godeuri un anticorp eritrocitar diagnosticum Doza neutralizantă de AG este diluția sa maximă, care dă aderența completă a eritrocitelor sensibilizate Înainte de reacție, serurile de testat sunt diluate : - : , inactivate la °C timp de de minute și tratate cu eritrocite pentru a elimina heterohemaglutininele În timpul experimentului, materialul de testat este diluat într-o soluție % de ser normal de iepure într-un volum de , ml în godeurile tabletelor Apoi, în fiecare godeu se adaugă doze neutralizante de AG într-un volum de , ml Plăcile sunt agitate și lăsate timp de de minute la °C sau timp de oră la temperatura camerei Apoi, în toate puțurile, adăugați , ml de anticorp erythrocyte diagnosticum, se agită din nou și se incubează timp de , - , ore la temperatura camerei, după care se iau în considerare rezultatele reacției Contabilitatea se poate face si a doua zi Titrul serului studiat este considerat a fi diluția sa maximă, în care eritrocitele nu se lipesc între ele Experiența este însoțită de următoarele tipuri de control: ) stabilitatea eritrocitelor sensibilizate (eritrocite + soluție % ser normal de iepure); ) completitatea epuizării hemaglutininelor în fiecare ser de testare (ser de testare în cea mai mică diluție + eritrocite formalinizate); ) corectitudinea determinării dozei minime de neutralizare de AG ( , și , din doza de neutralizare de AG + diagnostic eritrocitar anticorp) Atât AG solubil, cât și corpuscular pot fi utilizați pentru a efectua reacția de neutralizare a AG Reacție de hemaglutinare indirectă inversă (RONGA) Este utilizat pentru a indica AG bacterian și viral în materialul de testat, precum și pentru diagnosticarea expresă a unui număr de infecții Spre deosebire de RIGA, în această reacție, eritrocitele se sensibilizează nu cu antigene, ci cu anticorpi Particulele de anticorpi (imunoglobulină) eritrocite diagnosticum se lipesc împreună atunci când se adaugă AG În exterior, o astfel de aglutinare nu diferă de RIGA Eritrocitele sunt fixate în prealabil cu formol sau glutaraldehidă, apoi sunt legate de gama globulină, care este izolată din serul imun și purificată din alte proteine serice Legarea gammaglobulinei la suprafața eritrocitelor se realizează folosind clorură de crom Pentru a face acest lucru, la volume de apă distilată se adaugă volum de imunoglobuline izolate din serul imun, volum dintr-o suspensie % de eritrocite formalizate și volum dintr-o soluție de clorură de crom , - , % Amestecul se lasă - minute la temperatura camerei, apoi se tratează eritrocitele, ca la RIGA Specificitatea diagnosticului anticorpului este verificată în RTPHA cu AG omologul Utilizați controlul pentru absența hemaglutinării spontane Cu ajutorul acestei reacții, agenții patogeni sunt indicați în materialul prelevat din organele oamenilor și animalelor morți, de exemplu, din creier, splină, ficat și plămâni Pregătiți o suspensie de % din organele indicate în CNI, centrifugeți-le timp de - de minute la rpm și utilizați supernatantul ca AG Tehnica de fixare RONGA Se prepară diluții de două ori ale materialului de testat (AG) într-o soluție de stabilizare Se face picătură din fiecare diluție de AG în godeuri adiacente ale tabletei (reacția durează rânduri paralele de godeuri) Adăugați picătură de soluție de stabilizare în fiecare godeu din primul rând, picătură în godeurile celui de-al doilea rând ser imun omolog într-o diluție de : , al treilea rând - picătură de ser imun heterolog Al doilea și al treilea rând servesc drept controale pentru specificitatea reacției Amestecul se lasă timp de de minute la temperatura camerei Adăugați picătură de suspensie % de eritrocite sensibilizate (anticorp erythrocyte diagnosticum) în toate godeurile și agitați bine plăcile Rezultatele reacției sunt luate în considerare după - de minute În prezența AG specific, hemaglutinarea este observată în primul și al treilea rând (cu ser heterolog) și este absentă în al doilea rând, unde AG este anterior neutralizat cu ser omolog Reacția este însoțită de controale ale eritrocitelor sensibilizate pentru absența aglutinarii spontane Reacția inversă de inhibare a hemaglutinării indirecte (RTONGA) Această reacție face posibilă determinarea prezenței anticorpilor în serurile oamenilor și animalelor Serul studiat, AG și diagnosticul de eritrocite anticorpi iau parte Tehnica de fixare RTONGA Serurile sunt diluate de ori cu ICN, încălzite timp de de minute la °C pentru a distruge inhibitorii nespecifici, apoi se prepară diluții de ori de ser într-o soluție de stabilizare și o doză de lucru de AG care conține unități de aglutinare Faceți picătură din fiecare diluție de ser în godeurile tabletei și adăugați picătură de AG, a cărei diluție corespunde dozei de lucru După ce componentele amestecului au fost în contact timp de de minute la temperatura camerei, se adaugă picătură de anticorp erythrocyte diagnosticum în toate godeurile și se agită bine După , - , ore de incubare la temperatura camerei, rezultatele reacției sunt luate în considerare prin hemaglutinare Titrul seric este cea mai mare diluție a sa, care inhibă complet reacția de hemaglutinare cu unități de aglutinare AG Reacția este însoțită de controale ale eritrocitelor sensibilizate pentru aglutinare spontană în prezența: a) unei soluții stabilizatoare; b) hipertensiune arterială normală (din material fără agenți patogeni); c) serul de testare Avantajul reacției constă în versatilitatea sa și în posibilitatea utilizării acesteia pentru a detecta diverse AG Rezultatele RIGA, RONGA si RTONGA sunt luate in considerare si semicantitativ - dupa gradul de aglutinare eritrocitara: (++++) - aglutinare completa; (+++) - aglutinare mai puțin completă; (++) - aglutinare parțială; (+) - urme de aglutinare; (-) - fără aglutinare Reacția este considerată pozitivă dacă aglutinarea este completă (++++) sau aproape completă (+++), diagnosticul nu dă aglutinare spontană în prezența fiecărei componente a reacției și controlul specificității AG sau AT este pozitiv reacție de precipitare Reacția de precipitare (RP) este precipitarea dintr-o soluție AG (precipitinogen) atunci când este expusă serului imun (precipitină) într-o soluție de electrolit Precipitatul este un complex imun macromolecular (precipitat) Pentru RP se folosesc soluții coloidale de AG Ca AG se folosesc extracte din microorganisme, organe și țesuturi, produse de degradare ai celulelor microbiene - lizate, filtrate etc Rezistența precipitinogenilor la temperaturi ridicate este utilizată la prepararea AG din agenții patogeni ai antraxului, ciumei etc ( metoda de fierbere) Serurile precipitante sunt produse central prin hiperimunizarea animalelor (iepuri, capre, magari etc ) cu o suspensie de bacterii, filtrate de cultura in bulion, autolizate, extracte sarate ale microorganismelor, proteine din zer etc Titrul serului precipitat, spre deosebire de titrul altora Orez Reacție de col-precipitare in vitro: a - control; b - experiență a serurilor de diagnostic este determinată de diluția maximă de AG, care dă precipitare cu acest ser Acest lucru se datorează valorii ultramicroscopice a AG implicată în RP (per unitate de volum de particule AG conține mult mai mult decât AT în același volum de ser) Serurile de precipitare sunt produse cu un titru de cel puțin : Reacția de precipitare inelară Se toarnă , - , ml de ser precipitant nediluat într-un tub îngust (diametru , cm) Cu o pipetă Pasteur se întinde încet pe perete (eprubeta este ținută în poziție înclinată) AG în același volum Apoi eprubeta este asezata cu grija pe verticala pentru a nu amesteca lichidele Cu stratificarea corectă a AG pe ser, granița dintre cele două straturi de lichid este clar vizibilă RP trebuie neapărat însoțit de ser și controale AG Rezultatele reacției sunt luate în considerare, în funcție de tipul de AG și AT, după - minute, - ore sau - ore ) Reacția de precipitare a inelului este utilizată pe scară largă în practica de laborator pentru diagnosticarea bolilor infecțioase b A de natură bacteriană (antrax, ciuma, tularemie etc ) și virală (infecție respiratorie acută etc ) În medicina legală, RP este utilizat pentru a determina speciile unei proteine (pete de sânge, material seminal etc ) Cu ajutorul RP, este posibil să se identifice nu numai specia, ci și specificitatea de grup a proteinei Cu ajutorul lui, de exemplu, a fost determinat gradul de relație a diferitelor specii de animale și plante Utilizarea RP pentru controlul sanitar și igienic al produselor alimentare face posibilă depistarea falsificării cărnii, peștelui, produselor din făină, impurităților din lapte etc Dezavantajele RP sunt instabilitatea precipitatului (inelului), care dispare chiar și cu scuturare ușoară, precum și incapacitatea de a stabili numărul de antigeni diferiți implicați în formarea precipitatului Aceste neajunsuri sunt lipsite de reacția de precipitare în gel Reacția de precipitare a gelului (RPG) RPG se bazează pe interacțiunea anticorpilor omologi și antigenelor din gel de agar cu formarea de benzi vizibile de precipitare AT și AG, ca urmare a contradifuziei în gel, formează complexe imune macromoleculare, care sunt înregistrate vizual sub formă de benzi albe (opalescente) (Fig , ) Orez Determinarea toxicității corynebacterium diphtheria t vitro: L - culturi netoxigenice; și l - culturi care secretă toxine difterice identice (hârtia de filtru impregnată cu ser antidifteric adsorbit de -irot este aplicată peste culturile cu dungi) Orez Determinarea toxicității corinebacteriilor difterice printr-o metodă modificată: toate culturile sunt toxigenice, cu excepția controlului negativ din partea inferioară (evident netoxigenă tulpina C dophtheriae bionar belftintii - placa de jos) Dacă există mai multe AG în soluție care difuzează independent unul de celălalt, numărul de benzi corespunde numărului de AG Antigenele înrudite serologic formează benzi de precipitare care se contopesc între ele, în timp ce benzile de antigene eterogene se intersectează Acest lucru face posibilă determinarea caracterului comun al structurii antigenice a diferitelor obiecte studiate Componentele RPG sunt gel de agar, AG și AT Pentru a controla RPG, se folosește un sistem de testare, constând din anticorpi și antigeni omologi cunoscuți Antigenul folosit în RPG ar trebui să fie concentrat, iar serurile (persoane bolnave sau animale imunizate) ar trebui să aibă un titru AT ridicat Ca gel, se fierbe și se răcește soluție , - % de agar special sau agaroză pe ICN, un strat al cărui grosime de - mm este aplicat pe lamele curățate Reacția mediului este neutră sau ușor alcalină În agarul congelat, se decupează găurile cu o ștampilă, îndepărtând agarul din ele cu o pipetă Pasteur În unele godeuri se adaugă ser, în altele se adaugă antigene, iar gelul este lăsat într-o cameră umedă timp de câteva zile Luând în considerare rezultatele reacției, se compară localizarea și natura liniilor de precipitare din apropierea puțurilor experimentale și a sistemului de testare de control Pentru a determina cantitatea de AG sau AT, se studiază diluțiile lor de două ori RPG este utilizat pe scară largă în diagnosticul bolilor cauzate de viruși, rickettsie și bacterii care produc exotoxine Are o mare importanță practică în determinarea toxicității corinebacteriilor difterice Reacția de imunoelectroforeză (RIEF) Această reacție permite analiza și identificarea antigenelor individuale într-un sistem multicomponent RIEF se bazează pe electroforetică godeuri pentru canelura antigen antiser A M T IgM IgA IgG Orez Imunoelectroforeză în gel (analiza antigenului proteic integral al serului uman): săgețile arată principalele proteine - albumina (A), microglobulina (M), transferrina (G), imunoglobulinele (IgM, IgA, IgG) separarea antigenelor într-un gel, urmată de precipitarea lor a antigenelor din serul imun Pentru reacția de imunoelectroforeză se folosesc plăci de sticlă pe care se aplică un strat de agar În primul rând, AG plasate în centrul unei astfel de plăci sunt separate într-un câmp electric Apoi, serul imunitar este adăugat la canalul de agar tăiat paralel cu linia de separare a antigenului Difuzându-se unul spre celălalt, AG și AT formează arce de precipitații la punctul de întâlnire (Fig ) Reacția de contra imunoelectroforeză (RVIEF) Această reacție se bazează pe contradifuziunea în câmpul electric al antigenelor și anticorpilor și pe apariția unui precipitat vizibil în interiorul gelului transparent Godeurile cu diametrul de - mm sunt realizate în agar sau gel de agaroză, iar distanța dintre godeurile pentru ser și AG trebuie să fie de - mm Godeurile sunt dispuse în perechi (unul pentru AG, al doilea pentru ser) sau trei (unul pentru AG, al doilea pentru serul de testare, al treilea pentru serul de control) Puțurile pentru ser sunt situate mai aproape de anod, iar pentru AG - de catod Reacția se efectuează cu mai multe diluții de AG, durata electroforezei este de min Rezultatele reacției sunt luate în considerare imediat după terminarea electroforezei, notând numărul și localizarea liniilor de precipitare în comparație cu sistemul de testare de control Reacția de liză Reacția de liză este un test serologic bazat pe dizolvarea antigenului celular întreg combinat cu anticorpi în prezența complementului În funcție de antigenii implicați în reacția de liză, se numește reacție de spirochetoliză, vibrionoliză, bacterioliză, hemoliză etc Anticorpii implicați în reacție se numesc respectiv spirochetolizine, vibrionolizine, hemolizine etc Complementul prezintă acțiune litică numai în prezența complexului imun celule + lizină Majoritatea microorganismelor, cu excepția Vibrio cholerae și treponemul, sunt insensibile la acțiunea litică a complementului Prin urmare, reacția de liză nu și-a găsit aplicație largă în practica de laborator La efectuarea reacției de liză (Tabelul ), serul imun este încălzit timp de de minute la ° C pentru a inactiva complementul din acesta Suspensia de microorganisme este preparată din cultura lor zilnică (ІО celule/ml) În primul tub, la , ml de ser de testare, diluat : (sau : , : etc ), se adaugă , ml suspensie de microorganisme preparată și , ml de complement nediluat În a doua eprubetă, care este controlul inactivării complementului în serul imunitar, nu se adaugă complement În a treia eprubetă, care servește drept control Tabelul Schema reacției de liză Ingrediente Cantitatea de ingrediente din eprubete, ml Experienta Controlul serului Controlul complementului Ser în diluții : ; : etc , , - Antigen , , , Complement , - , CNI , , , complement pentru absența lizinelor în el, serul imunitar este înlocuit cu CNI Eprubetele sunt plasate timp de ore într-un termostat la °C, apoi o ansă din fiecare eprubetă este inoculată pe vase Petri cu un mediu nutritiv dens Inoculările sunt incubate timp de de ore la °C și coloniile sunt numărate Dacă serul de testare conține lizine, numărul de colonii de pe mediul nutritiv inoculat cu materialul din eprubetă va fi de multe ori mai mic decât în vasele care conțin materialul din tuburile de control Reacția de hemoliză este utilizată ca sistem indicator în reacția de fixare a complementului Reacția de fixare a complementului Testul de fixare a complementului (RCC) este un test serologic complex Pentru implementarea lui sunt necesare ingrediente și anume: AG, AT și complement (primul sistem), eritrocite de oaie și ser hemolitic (al doilea sistem) Interacțiunea specifică a AG și AT este însoțită de adsorbția (legarea) complementului Întrucât procesul de fixare a complementului nu apare vizual, J Bordet și O Zhangu au propus să utilizeze sistemul hemolitic (eritrocite de oaie + ser hemolitic) ca indicator, care arată dacă complementul este fixat de complexul AG-AT Dacă AG și AT corespund între ele, adică s-a format un complex imun, atunci complementul se leagă de acest complex și nu are loc hemoliza Dacă AT nu corespunde cu AG, atunci complexul nu se formează și complementul, rămânând liber, se conectează cu cel de-al doilea sistem și provoacă hemoliză (vezi insertul color, Fig ) RSK, ca și alte teste serologice, poate fi utilizat pentru a detecta anticorpi specifici prin AG cunoscut, precum și pentru determinarea AG prin anticorpi cunoscuți Efectuarea RSK necesită o pregătire specială Vasele (eprubete, pipete, flacoane) sunt spălate temeinic și nu sunt folosite în alte scopuri Toate ingredientele de reacție sunt preparate și titrate înainte de experimentul principal Serul (pacient sau diagnostic) în ajunul reacției este încălzit într-o baie de apă la ° C timp de de minute pentru a-și inactiva propriul complement Unele seruri, în special de la animale imunizate, au proprietăți anti-complement, de exemplu capacitatea de a lega complementul în absența AG omolog Anticomplementaritatea serică este eliminată prin tratarea lor cu dioxid de carbon, încălzire, congelare și alte metode Pentru a preveni anticomplementaritatea, serurile sunt păstrate liofilizate sau congelate la temperaturi scăzute Antigenul pentru CSC poate fi culturi de diferite microorganisme ucise, lizatele acestora, componente ale bacteriilor, organe alterate patologic și normale, lipide tisulare, virusuri și materiale care conțin virusuri Mulți antigeni de la microorganisme sunt obținuți industrial Anticomplementaritatea AG este eliminată prin metode precum termoliza (congelare și decongelare multiplă), tratarea cu solvenți grăsimi (eter, cloroform, acetonă), alcooli (metanol, etanol) etc Serul de cobai proaspăt sau uscat este folosit ca complement Pentru a obține o soluție stoc pentru titrarea ulterioară, complementul este diluat : în ICN Eritrocitele de oaie se folosesc sub formă de suspensie % în CNI Din vena jugulară se prelevează sânge ( - ml), se pune într-un borcan steril cu mărgele de sticlă, se defibrinează prin agitare timp de - minute și se filtrează prin - straturi de tifon steril pentru îndepărtarea fibrinei Eritrocitele sunt spălate de trei ori în ICN, adăugându-le la sedimentul eritrocitar la volumul sanguin inițial Eritrocitele pot fi păstrate - zile la - °C Perioada de valabilitate a eritrocitelor crește atunci când acestea sunt conservate cu formol ( , ml de formol nediluat la ml de sânge defibrinat) sau în alte moduri Serul hemolitic pentru CSC se obține prin imunizarea iepurilor cu o suspensie de eritrocite de berbec Iepurii sunt imunizați prin injectarea lor într-o venă a urechii cu o suspensie % de eritrocite de berbec spălate ( ml de - ori pe zi) In zile după ultima injecție se obține serul de testare Dacă titrul seric nu este mai mic de : , atunci sângerarea se face Serul este încălzit timp de de minute la °C Pentru a preveni creșterea bacteriilor, în serul hemolitic se adaugă un conservant (mertiolat : sau acid boric %) Sistemul hemolitic constă din ser hemolitic amestecat în volume egale (luat într-un titru triplu) și o suspensie % de eritrocite berbec Pentru a sensibiliza eritrocitele cu hemolizine, amestecul este ținut într-un termostat la °C timp de de minute Titrarea serului hemolitic Serul este titrat prin amestecarea diluțiilor sale ( : , : , : , : etc ) într-un volum de , ml cu , ml suspensie eritrocitară % și , ml complement proaspăt în reproducerea : Rezultatele reacției sunt luate în considerare după oră de incubare la °C Titrul serului hemolitic este cea mai mare diluție a acestuia care provoacă hemoliză completă Dacă titrul seric a fost, de exemplu, : , atunci în experimentul principal al RSC este luat într-un titru de : Titrarea complementului Înainte de experiment, soluția de bază de complement ( : ) este turnată într-un număr de eprubete într-o cantitate de la , până la , ml și, folosind CNI, volumul de lichid din fiecare eprubetă este ajustat la , ml Tuburile se incubează la °C timp de de minute, apoi se adaugă un sistem hemolitic și se păstrează încă de minute, după care se determină titrul complementului (cea mai mică cantitate care provoacă hemoliza completă) Doza de lucru de complement în experimentul CSC principal (într-un volum de , ml) ar trebui să fie cu - % mai mare decât titrul Titrarea AG Pentru a identifica proprietățile anticomplementare ale AG, titrați în prezența unei doze de lucru de complement Pentru CSC, se utilizează o doză de lucru de AG, care reprezintă aproximativ % din titrul Antigenele în prezența cărora titrul complementului scade cu mai mult de % sunt nepotriviți pentru reacție Realizarea experienței principale a RSC Volumul total al ingredientelor de reacție este de , ml, volumul dozei de lucru a fiecăruia dintre ele este de , ml După cum se poate observa din schema RSC (Tabelul ), serul în diluția corespunzătoare, AG și complementul sunt adăugate la primul tub, serul în diluția corespunzătoare, complementul și CNI (controlul serului) sunt adăugate în al doilea tub, AG , complementul și CNI sunt adăugate la cel de-al treilea tub (control AG) În același timp, se prepară un sistem hemolitic amestecând ml de ser hemolitic într-un titru triplu și o suspensie % de eritrocite berbec Tuburile se mențin timp de oră la °C, apoi se adaugă ml de sistem hemolitic (al doilea sistem) la primele tuburi (primul sistem) După amestecarea completă a ingredientelor, tuburile sunt din nou incubate timp de oră la °C Tabelul Realizarea experienței principale a RSC Etapa (sistem) Ingrediente Cantitatea ingredientelor din eprubete, ml Experienta Controlul serului Controlul antigenului I Test de ser în diluții : , : , : , : etc , , - Antigen (doza de lucru) , - Complement (doza de lucru) , , , IHN - , , Incubare la °C timp de oră Sistem hemolitic (ser hemolitic în titru triplu + % suspensie de eritrocite de oaie) , , , Incubare la °C timp de oră Exemplu de reacție în considerare Fără hemoliză Hemoliza Hemoliza Interpretarea rezultatului: RSK este pozitiv (există anticorpi în ser, al căror titru corespunde celei mai mari diluții, unde hemoliza este complet absentă) Rezultatele reacției se iau în considerare preliminar - după termostatare și în final - după - ore de ședere la frigider sau la temperatura camerei RSK, de regulă, controlează folosind seruri evident pozitive și negative La numărarea finală, intensitatea reacției este exprimată în plusuri: (++++) - o reacție puternic pozitivă, caracterizată printr-o întârziere completă a hemolizei (lichidul din eprubetă este incolor, toate eritrocitele se depun la fund ); (+++, ++) - o reacție pozitivă, manifestată prin creșterea culorii lichidului din cauza hemolizei și scăderea numărului de eritrocite din sediment; (+) - reacție slab pozitivă (lichidul este intens colorat, există o cantitate mică de eritrocite în fundul tubului) Cu o reacție negativă (-), se observă hemoliză completă, lichidul din eprubetă are o culoare roz intens - sânge lac (vezi insertul color, Fig ) Au fost propuse o serie de modificări RSC, care se caracterizează printr-o sensibilitate crescută și o cantitate mai mică de ingrediente utilizate Deci, de exemplu, în studiile virologice, volumul ingredientelor pentru CSC la rece este de ml (a se vedea subsecțiunea ) Pentru picurare RSC, luați picătură de ser + picătură de antigen + + picătură de complement + picături de sistem hemolitic RSC, în ciuda complexității sale, are o sensibilitate și o specificitate relativ ridicate, așa că este folosit pentru a diagnostica multe boli infecțioase Cu ajutorul RSK, anticorpii de fixare a complementului sunt detectați în serul sanguin al pacienților cu sifilis (reacție Wasserman), mucă, gonoree cronică, rickettsioză, boli virale etc În bolile infecțioase, anticorpii care leagă complementul apar în primele zile ale bolii, dar titrul lor este scăzut Anticorpii se acumulează de obicei în titruri mari în a -a- zi de boală Prin urmare, cele mai de încredere sunt datele obținute în studiul serurilor pereche prelevate la debutul bolii și în timpul convalescenței Reacții serologice folosind eticheta În prezent, sunt utilizate pe scară largă reacțiile serologice, în care sunt implicați anticorpi sau antigeni marcați într-un fel sau altul Testele serologice care utilizează o etichetă oferă rezultate rapide, sunt de obicei foarte sensibile și sunt utilizate pe scară largă pentru diagnosticarea rapidă a infecțiilor virale și bacteriene Cele mai comune tipuri de etichete sunt: ) fluorocromi și metale din grupa lantanidelor capabile să fluoresce atunci când sunt iradiate cu lumină ultravioletă, de exemplu, izotiocianat de fluoresceină (FITC); astfel de etichete sunt utilizate în reacții imunofluorescente; ) feritina este o proteină care conține până la % fier, care contrastează bine și, prin urmare, este folosită ca etichetă în microscopia imunoelectronică; ) enzime care, atunci când interacționează cu substratul, provoacă descompunerea acestuia cu formarea de produși colorați (cromogeni); utilizat pentru imunotestul enzimatic; ) etichete radioactive utilizate în reacții de radioimunotest foarte sensibile Aceste reacții serologice au sensibilitate și valoare diagnostică diferite Utilizarea unora dintre ele (de exemplu, radioimunologice) este asociată cu utilizarea unor echipamente complexe de înregistrare, precum și cu pericole biologice și de mediu semnificative Reacția de imunofluorescență (RIF) RIF se bazează pe utilizarea izotiocianatului de fluoresceină (FITC) sau a altor fluorocromi legați chimic (conjugați) cu AT În același timp, anticorpii marcați (ca parte a antiserurilor imunofluorescente) își păstrează specificitatea imunologică și interacționează cu antigeni corpusculari strict definiți Complexele de antigene cu anticorpi marcați pot fi identificate cu ușurință prin luminescență galben-verde intensă atunci când se examinează preparatul într-un microscop fluorescent RIF (reacția Coons) poate fi livrat în mai multe versiuni RIF direct implică utilizarea anticorpilor imunofluorescenți împotriva AG dorit RIF direct se instalează după cum urmează: preparatul se colorează cu un antiser specific marcat într-o cameră umedă timp de de minute la °C, după care se spală timp de minute la °C cu soluție tampon salin (pH , ) RIF indirect se efectuează în etape folosind două antiseruri diferite În primul rând, anticorpii nemarcați sunt utilizați împotriva AG dorit și, în a doua etapă a reacției, complexul AG-AT rezultat este tratat cu un antiser luminiscent care conține anticorpi marcați împotriva gama globulinelor speciilor animale pe care antiserul nemarcat utilizat în s-a obţinut prima etapă a reacţiei (antispecie, ser antiglobulinic) De exemplu, dacă s-a obținut un antiser nemarcat prin imunizarea iepurilor, atunci în a doua etapă se folosește serul de iepure anti-specie marcat, obținut prin imunizarea măgarilor sau a altor animale cu gama globuline de iepure În același timp, anticorpii marcați cu antiglobulină acoperă al doilea strat al antigenului studiat (primul strat se datorează anticorpilor nemarcați, care, la rândul lor, servesc ca antiglobulină serică antiglobulină) Ca rezultat, AG devine vizibil într-un microscop fluorescent (ca în versiunea directă a RIF) RIF indirect implică mai întâi tratarea medicamentului cu antiser specific nemarcat într-o cameră umedă timp de de minute la °C, după care medicamentul este spălat cu o soluție tampon (ca și în cazul RIF direct) Apoi, preparatul este tratat cu ser marcat anti-specie într-o cameră umedă timp de de minute la °C și spălat din nou cu soluție salină tamponată RIF anticomplementar implică utilizarea de anticorpi marcați împotriva complementului de cobai Se utilizează în cazurile în care complexul AG-AT este capabil să fixeze complementul (se folosește complementul de cobai) Adăugarea de ser anticomplementar etichetat la un astfel de sistem vă permite pentru a arăta hipertensiunea arterială printr-o strălucire specifică într-un microscop fluorescent Anticomplementary RIF este o metodă prin care medicamentul este tratat mai întâi cu antiser specific neetichetat și complement de cobai ( : ) într-o cameră umedă timp de de minute la ° C, după care este spălat și tratat cu anticomplementar (împotriva cobaiului) globuline) ser marcat în aceleași condiții și spălat cu soluție tampon salină Preparatele preparate se usucă cu hârtie de filtru și se examinează la microscop fluorescent: mai întâi cu un obiectiv uscat ( x), apoi, prin plasarea unei picături de ulei nefluorescent pe preparat, folosind un obiectiv de imersie ( x) În același timp, se acordă atenție nu numai prezenței unei străluciri verde sau verde-galben, ci și intensității acesteia, naturii distribuției strălucirii în celula studiată Pentru a exclude rezultatele fals pozitive, reacția este însoțită de o serie de controale, printre care controlul cu AG heterolog este de o importanță deosebită (de exemplu, cu o cultură bacteriană care nu se potrivește antigenic cu antiserul utilizat) Când se studiază culturile de celule infectate, trebuie utilizat un control cu o cultură normală, neinfectată (pentru a exclude autofluorescența și legarea nespecifică a anticorpilor marcați la suprafața celulei) Albumina bovină marcată cu rodamină poate fi utilizată pentru a suprima autofluorescența preparatelor Avantajul RIF indirect și anticomplementar este utilizarea unui singur ser luminos (antispecie sau, respectiv, anticomplementar) în studiul diferitelor antigene, ceea ce simplifică și reduce foarte mult costul reacției RIF este folosit pentru a studia diverse AG: culturi de bacterii, ciuperci, protozoare; preparate din material de la pacienți; culturi de celule infectate, secțiuni de țesut etc Materialul de testat este plasat pe sticlă și fixat (cel mai adesea în acetonă, min la temperatura camerei), după care se usucă timp de min la °C Prelucrarea ulterioară a preparatelor depinde de varianta RIF utilizată (vezi insertul de culoare, Fig ) Reacția de imunofluorescență, menținând în același timp specificitatea reacțiilor imunologice, este simplă și rapidă Varianta indirectă a RIF poate fi folosită nu numai pentru a studia hipertensiunea arterială, ci și pentru a determina cantitatea de anticorpi din serul imun În același timp, RIF nu poate fi clasificat ca o reacție extrem de sensibilă În plus, posibilitatea de adsorbție nespecifică a Abs etichetate pe preparat cu apariția unor rezultate fals pozitive Utilizarea unei etichete lantanide (metale din grupul lantanidelor) crește semnificativ sensibilitatea metodei reacție imunoferitină Această reacție se realizează folosind anticorpi conjugați cu feritină După tratamentul cu anticorpi marcați ai obiectelor studiate (viruși, bacterii, secțiuni de celule infectate), aceștia devin denși de electroni și pot fi detectați prin microscopie electronică Cel mai adesea, această reacție este folosită în virologie Imunotestul enzimatic (ELISA) Metoda se bazează pe utilizarea enzimelor capabile să descompună substratul și să conducă la formarea de produse colorate (cromogen) ca etichete AT Abs conjugați cu enzima păstrează capacitatea de a se lega la antigenele omoloage Intensitatea culorii cromogenului corespunde numărului de complexe formate AG-AT + enzimă Cele mai frecvent utilizate enzime sunt peroxidaza si fosfataza alcalina Substratul peroxidazei este peroxidul de hidrogen, iar cromogenul este acidul -aminosalicilic, orto-fenilendiamină și alte substanțe În prezent, în microbiologie, cea mai frecvent utilizată modificare în fază solidă a ELISA Esența sa constă în faptul că, mai întâi, AG (sau AT) este adsorbit pe un material solid și numai după aceea se adaugă ingredientele rămase ale reacției serologice (Fig ) Determinarea anticorpilor necunoscuţi include următoarele etape: ) legarea unui antigen cunoscut la godeul de plastic al tabletei; ) adăugarea serului de testare; ) introducerea conjugatului (ser antiglobulinic marcat cu enzima); ) introducerea unui substrat cromogen Determinarea antigenelor necunoscute constă în următoarele etape: ) legarea anticorpilor specifici pentru antigenul dorit, cu godeurile de plastic ale plăcii; ) introducerea de material care conține antigen; ) introducerea a anticorpi de aceeași specificitate; ) introducerea conjugatului (ser antiglobulinic marcat cu enzima); ) afară- Orez ELISA (variantă în fază solidă): a - determinarea anticorpilor necunoscuți (serodiagnostic), b - determinarea antigenelor necunoscute (indicație) substrat cromogen Ca purtător în fază solidă de AT sau AG, se folosesc de obicei tablete, bile, filme sau eprubete de plastic, realizate din diverse materiale sintetice inerte - polistiren, metacril etc Fiind adsorbite pe suprafața unor astfel de materiale, AT sau AG, chiar și în stare uscată, își păstrează mult timp specificitatea imunologică și capacitatea de a intra în reacții serologice Există multe opțiuni metodologice pentru detectarea hipertensiunii prin imunotest enzimatic; în cele mai multe cazuri, AG este captat de AT atașat de faza solidă Ca urmare a incubării cu material clinic, AG studiat se atașează de AT și, în consecință, de faza solidă Apoi, AG "legat" este detectat folosind anticorpi marcați cu enzimă împotriva acestui AG - o variantă directă a IFA În varianta indirectă se folosesc seruri antispecii marcate cu enzime (antiglobulină) Cantitatea de enzimă atașată la faza solidă corespunde cantității de AG Activitatea enzimatică este detectată și cuantificată prin intensitatea colorării cromogenului modificat de produsele clivajului substratului Rezultatele reacției sunt luate în considerare vizual sau folosind un colorimetru fotoelectric special Se folosesc și analizoare (cititoare) automate ELISA necesită plăci de polistiren cu godeuri cu fund plat și pipete automate Pentru contabilitatea cantitativă, se folosește un spectrofotometru - un înregistrator de extincție la o lungime de undă de nm ELISA se caracterizează printr-o sensibilitate foarte mare și o viteză de obținere a rezultatelor (în - ore) Pentru a crește sensibilitatea modificării în fază solidă a ELISA, este necesar să se utilizeze anticorpi foarte specifici, de exemplu, anticorpi monoclonali de mare afinitate Soluții tampon pentru ELISA Tampon de sensibilizare - , M tampon de sodiu-carbonat-bicarbonat (CBB, pH , - , ) pentru sorbția AG sau AT pe un purtător solid Compoziție tampon: , g Na CO ; , g NaHC ; mg NaNO Volumul tamponului este ajustat la L cu apă distilată Se poate folosi tampon fosfat (vezi tampon de incubare) Tamponul de incubare este o soluție fosfat-salină (pH , - , ), care este utilizată pentru a dilua componentele introduse în reacție după ce prima componentă a fost adsorbită pe purtător Compoziţie tampon: , g Na HPO - H ; , g NaH P - H ; , g NaCI; , ml tween- Volumul tamponului este ajustat la L cu apă distilată și depozitat la - °C Tamponul pentru spălarea componentelor de reacție este ICN care conține , % tween- Soluția salină fosfatată cu , % Tween- poate fi folosită și ca tampon de spălare Ortofenilendiamina se prepară ex tempore după cum urmează: mg ortofenilendiamină, , ml acid citric , M, , ml Na HPO - H O , M (încălzire într-o baie de apă pentru dizolvare completă), , ml apă distilată, , ml % - și H O Se dizolvă mg de acid -aminosalicilic în ml apă distilată, se ajustează pH-ul soluției la , ex tempore cu NaOH M Înainte de utilizare, pentru fiecare ml de soluție, adăugați ml de H O , % Metodă pentru efectuarea ELISA în godeurile tabletei Prima etapă a ELISA este sorbția diluției adecvate de AT sau AG (la o concentrație de - μg/ml) într-un tampon carbonat-bicarbonat (într-un volum de , ml) pe fază solidă timp de - ore la °C și - ore la °C (sensibilizare) Apoi godeurile sunt spălate (pentru a îndepărta AT sau AG neadsorbit pe purtător) cu apă de la robinet, tampon de spălare cu , % Tween- timp de minute (de două ori) la temperatura camerei După aceea, în fiecare godeu (fază solidă) se adaugă , ml dintr-o soluție % de BSA (albumină serică bovină) pe CBB și se incubează timp de oră la ° C pentru a acoperi suprafețele godeurilor rămase libere după sensibilizare Godeul este spălat din BSA nelegat și materialul de testat (AG sau AT) este adăugat în diluții de , ml în soluție salină de fosfat (pH , ) cu , % tween- Fiecare diluție a materialului este injectată în două godeuri și plasată într-un termostat timp de - ore la °C Antigenele sau anticorpii care nu au reacționat în reacția imună sunt spălate și se adaugă , ml de anticorpi conjugați împotriva antigenului sau anticorpilor studiati într-o diluție de lucru în soluție salină de fosfat cu , % tween- Apoi sunt incubate timp de ore la °C Conjugatul nelegat este spălat de trei ori cu tampon Se adaugă în godeu , ml dintr-un amestec de substrat și soluții de cromogen și se incubează timp de de minute la întuneric la temperatura camerei În timpul incubației, peroxidaza distruge substratul (H O ) cu formarea de oxigen activ, care oxidează cromogenul Ca urmare, cromogenul își schimbă culoarea: ortofenilendiamina devine galbenă, iar acidul aminosalicilic devine maro Pentru a opri reacția de scindare a substratului, se adaugă , ml de IN H SO (sau IM NaOH) per godeu Controlul reacției - AG sau AT investigat este înlocuit cu componenta omologă a reacției Controlul conjugat - , ml de % BSA per CBB + , ml de anticorpi conjugați în diluția de lucru Când contabilitatea vizuală relevă cea mai mare diluție a materialului de testat, în care culoarea este mai intensă decât la martor (cu BSA) Când se iau în considerare rezultatele reacției folosind un fotoelectrocolorimetru, se consideră pozitivă cea mai mare diluție a materialului de testat, unde nivelul de stingere este de cel puțin ori mai mare decât nivelul de stingere al diluției corespunzătoare a componentei de reacție heterologă Pentru a obține anticorpi conjugați de enzimă, sunt necesare seruri de precipitare foarte active împotriva hipertensiunii sau împotriva glomerulului buline animale sau umane, din care se izolează fracția de gamma globulină Imunoglobulinele sunt conjugate cu enzima folosind glutaraldehida Enzima nelegată este îndepărtată prin dializă sau cromatografie Sephadex Pentru a preveni degradarea microbiană, mertiolat este adăugat la conjuganți până la , % și depozitat la °C în stare congelată sau liofilizată Imunoblotting Această metodă se bazează pe un ELISA în fază solidă pentru detectarea anticorpilor necunoscuți (vezi mai sus) De obicei, celule microbiene întregi, particule virale, fragmente de celule microbiene etc sunt folosite ca antigeni cunoscuți pentru ELISA, care constau de fapt din mai mulți antigeni, ceea ce duce la o specificitate relativ scăzută a acestei metode La stabilirea imunobtajării, un preparat antigen cunoscut este mai întâi fracționat - separat prin electroforeză în gel de agaroză în fracții (antigene individuale) După aceea, gelul este aplicat pe hârtie de nitroceluloză (filtru), apăsat strâns împotriva acesteia și se creează un câmp electric, rezultând transferul fracțiilor pe hârtie (blotting) În același timp, se păstrează poziția relativă a fracțiilor și distanța lor de la început (modelul electroforetic de fracționare) În plus, procesarea filtrului este efectuată în același mod ca atunci când se instalează ELISA (Fig , a) Luând în considerare rezultatele, este importantă apariția colorării filtrului sub formă de sau mai multe benzi în acele locuri în care au fost localizate fracții speciale (specifice) AG (Fig , b) Uneori, nu o enzimă, ci un izotop radioactiv este folosit ca etichetă pentru serul antiglobulinic În acest caz, pentru a ține seama de rezultatele imunoblotării, se folosesc aceleași instrumente ca și în radioimunotestul (vezi mai jos) Datorită utilizării antigenelor fracţionate, imunoblotarea are o specificitate mai mare decât ELISA sau RIA convenţionale Radioimunotest (RIA) AG sau AT pentru RIA este marcat cu un izotop radioactiv, cel mai adesea, I Reacțiile RIA sunt foarte sensibile, pot detecta - ng sau mai puțin din substanța de testat Pentru implementarea lor este nevoie de echipamente radiometrice speciale Sunt cunoscute diferite modificări ale RIA, dintre care cel mai des se utilizează fază solidă Ca și în cazul ELISA în fază solidă (vezi mai sus), pentru a stabili această reacție, AT (AG) este absorbit pe un purtător în fază solidă: suprafața godeurilor de plăci, margele, filme de polistiren sau alte materiale sintetice polimerice materiale AG și AT adsorbite (imobilizate) pentru o lungă perioadă de timp își păstrează capacitatea de a intra în reacții serologice Sunt utilizate trei metode de RIA în fază solidă: competitivă, inversă și indirectă (Fig ) Anticorpi serici (Y) asociați cu proteina specifică AG AT General la proteinele herpetice AG umane AG gGl gG b Orez Imunoblotting: a - analiza: - separarea antigenelor proteice în electroforeza pe gel; - transferul fracțiilor într-un filtru de nitroceluloză; - tratarea filtrului cu serul de testare; - tratarea filtrului cu conjugat (ser antiglobulinic marcat enzimatic, F); - vedere filtrului după introducerea substratului cromogen și spălarea finală; b - detectarea anticorpilor la proteinele specifice ale virusului herpes simplex tipurile și (gGl și, respectiv, gG ) în imunoblot: - control negativ; , , - serurile pacienților infectați cu HSV- ; , - serurile pacienților infectați cu HSV- În metoda competitivă RIA, anticorpii cunoscuți sunt adsorbiți pe suprafața godeurilor de polistiren Apoi materialul studiat care conține antigen este introdus în godeuri și după un anumit timp % Cantitatea de antigen legat* % A g n Număr de AT legat* % % b Orez Schema radioimunotestului în fază solidă pentru determinarea AG necunoscută folosind metode competitive directe (o) și inverse (b): - anticorpi cunoscuți specifici AG dorit; - antigene cunoscute marcate cu izotopi; - AG dorit; - anticorpi marcați cu izotopi la AG dorit; - cunoscut AG Denumirea suficientă pentru interacțiunea specifică a antigenelor cu anticorpii imobilizați este adăugată cu un antigen purificat marcat cu un izotop radioactiv de aceeași specificitate Dacă în materialul de testat este prezent un antigen corespunzător anticorpilor imobilizați, unii dintre centrii activi ai acestuia din urmă sunt blocați În acest caz, AG marcat introdus în godeuri se va combina într-o măsură mai mică (comparativ cu controlul) cu anticorpi imobilizați, ceea ce poate fi judecat după radioactivitatea părții lichide a amestecului de reacție (vezi Fig , a) Când RIA este efectuată prin metoda inversă, AG purificat nemarcat, omolog cu AG studiat, este adsorbit pe suprafața godeurilor Într-un tub separat, materialul care conține antigen este combinat cu anticorpi marcați specifici pentru antigenul imobilizat pe suprafața godeurilor Dacă materialul de testat conține un antigen capabil să interacționeze cu anticorpii marcați, centrii activi ai acestora din urmă sunt blocați complet sau parțial În acest caz, atunci când acest amestec este introdus în godeurile cu AG sorbat, se vor fixa pe suprafața lor anticorpii marcați într-o cantitate mai mică, ceea ce poate fi apreciat după gradul de radioactivitate al conținutului godeurilor în comparație cu martor (vezi Fig , b) Cea mai convenabilă metodă este de a efectua RIA în fază solidă printr-o metodă indirectă folosind Abs etichetat anti-specie (metoda Abs dublu) (vezi mai sus) Metoda indirectă RIA poate fi utilizat atât pentru a detecta hipertensiunea arterială necunoscută, cât și a anticorpilor (serodiagnostic) În ambele cazuri, se utilizează ser marcat cu anti-specie care conține anticorpi împotriva gammaglobulinelor corespunzătoare Pentru a efectua diagnostice serologice folosind metoda RIA indirectă, AG este adsorbit pe suprafața godeurilor și apoi se adaugă serul pacientului diluat Dacă conține anticorpii corespunzători, pe suprafața godeurilor se formează un complex AG-AT Odată cu introducerea ulterioară în godeurile de ser antispecie marcat cu izotopi, anticorpii conținuti în acesta sunt adsorbiți pe complexul AG-AT format (rolul AG în acest caz este îndeplinit de anticorpii umani - gamma globuline) Cu cât sunt mai mulți anticorpi în serul pacientului, cu atât mai multă etichetă radioactivă va fi asociată cu suprafața godeurilor Determinarea radioactivității în faza lichidă a conținutului godeurilor face posibilă aprecierea cantității de anticorpi din serul pacientului Reacția de neutralizare a toxinelor Această reacție se bazează pe capacitatea unui ser antitoxic specific de a neutraliza exotoxina Pentru efectuarea reacției, materialul de testat, în care se așteaptă prezența exotoxinei, se amestecă cu ser antitoxic, se păstrează într-un termostat și se administrează animalelor (cobai, șoareci) Animalele de control sunt injectate cu filtratul materialului de testat, netratat cu ser În cazul în care are loc neutralizarea exotoxinei cu ser antitoxic, animalele din lotul experimental vor rămâne în viață Animalele de control vor muri ca urmare a acțiunii exotoxinei Teste diagnostice alergice În multe boli infecțioase, datorită activării imunității celulare, se dezvoltă o sensibilitate crescută a organismului la agenți patogeni și la produsele lor metabolice Pe aceasta se bazează testele alergice utilizate pentru diagnosticarea infecțiilor bacteriene, virale, protozoare, fungice și a helmintiazelor Testele alergice sunt specifice, dar adesea sunt pozitive la cei care au fost bolnavi și vaccinați Toate testele alergice sunt împărțite în două grupe - teste ip vivo și in vitro Primul grup (ip vivo) include teste cutanate efectuate direct pe pacient și care dezvăluie o alergie de tip imediat (după de minute) și întârziat (după - de ore) * Testele alergice in vitro se bazează pe detectarea sensibilizării în afara corpului pacientului Sunt utilizate atunci când, dintr-un motiv sau altul, testele cutanate nu pot fi efectuate sau în cazurile în care reacțiile cutanate dau rezultate neclare Pentru a efectua teste alergice, se folosesc alergeni - preparate de diagnosticare concepute pentru a identifica sensibilizarea specifică a organismului Alergenii infecțioși utilizați în diagnosticul bolilor infecțioase sunt filtrate purificate ale culturilor de bulion, mai rar suspensii de microorganisme ucise sau AG izolate din acestea În practică, se folosesc alergeni standard produși de industrie: tuberculin PPD (din engleză, purified protein derivat) este o substanță proteică uscată, purificată a Mycobacterium tuberculosis; antraxina este un complex proteină-nucleopolizaharidă al AG corpuscular al bacililor antraxului; brucellin și male-in - filtrate de culturi în bulion de agenți patogeni ai brucelozei și morvei; tularin - o suspensie moartă de bacterii tularemie în glicerină % etc Teste cutanate Alergenii infectiosi se administreaza, de regula, intradermic sau cutanat, prin frecare in zonele scarificate ale pielii Prin metoda intradermică, se injectează , ml de alergen în treimea mijlocie a suprafeței anterioare a antebrațului cu un ac subțire special După - de ore, rezultatele reacției DTH sunt evaluate, determinându-se dimensiunea papulei la locul injectării Alergenii neinfecțioși (polen de plante, praf de uz casnic, produse alimentare, medicamente și substanțe chimice) sunt injectați în piele prin injecție (prick test), piele prin scarificare și frecare sau injectarea intradermică a unei soluții de alergen diluat ICN a fost folosit ca martor negativ, iar soluția de histamină a fost folosită ca control pozitiv Rezultatele sunt luate în considerare în de minute (GNT) în funcție de dimensiunea papulei (uneori de până la mm în diametru), prezența edemului și a mâncărimii Testele intradermice sunt efectuate în cazul unui rezultat negativ sau îndoielnic al prick-testului În comparație cu acesta din urmă, doza de alergen este redusă de - de ori Testele cutanate pentru prezența HRT sunt utilizate pe scară largă pentru a detecta infecția persoanelor cu Mycobacterium tuberculosis (testul Mantoux), agenții patogeni ai brucelozei (testul Burne), lepră (reacția Mitsuda), tularemie, mucă, actinomicoză, dermatomicoză, toxoplasmoză, unele helmintiază, etc testele cutanate pentru infecții individuale sunt date în secțiunile relevante din cap Deoarece alergenii introduși în organism provoacă o sensibilizare suplimentară și, în unele cazuri, complicații alergice severe, este necesar un control strict în selectarea unui contingent pentru testele de diagnosticare a pielii Teste in vitro Aceste metode de cercetare sunt sigure pentru pacient, suficient de sensibile, permit cuantificarea nivelului de alergizare a organismului Există situații în care diagnosticul de laborator al alergiilor iese în prim-plan Acestea includ: sensibilitatea excesiv de mare a pacientului la alergen, asociată cu riscul de a dezvolta reacții sistemice (care pun viața în pericol); reacții alergice severe (de exemplu, șoc anafilactic) în istorie; leziuni cutanate extinse sau dermografie severă; imposibilitatea de a anula (pentru momentul testării) antihistaminice și alte medicamente care interferează cu producerea testelor cutanate În prezent, au fost dezvoltate teste pentru a determina sensibilizarea pe baza reacțiilor limfocitelor T și N, bazofilelor tisulare, detectarea IgE specifice comune în serul sanguin etc Acestea includ reacții de inhibare a migrației leucocitelor și transformarea blastică a limfocitelor , formarea rozetei specifice, testul bazofil Shelley, reacția de degranulare a bazofilelor tisulare, precum și metode alergosorbente (determinarea IgE specifice în serul sanguin) Testul de inhibare a migrației leucocitelor (RTML) RTML se bazează pe suprimarea migrării monocitelor și a altor leucocite sub acțiunea mediatorilor produși de limfocitele sensibilizate în prezența unui anumit alergen Metodologie Pe o lamă de sticlă în două sau mai multe locuri (în funcție de numărul de AG testat) se aplică picături de sânge de testat Apoi, la o picătură se adaugă picături de mediu și la restul se adaugă o picătură din același mediu și o picătură de test AG Picăturile sunt bine amestecate și amestecul este umplut în capilare de sticlă de mm lungime și , - , mm în diametru Capilarele sunt sigilate la un capăt și centrifugate la min- timp de minute Ca rezultat, celulele sanguine se stabilesc în capilar într-o coloană uniformă cu o înălțime de y a capilarului După aceea, al doilea capăt al capilarului este sigilat și capilarul este plasat într-o cutie Petri la un unghi de - ° Cupele cu capilare rezistă de ore la °C Rezultatele reacției sunt luate în considerare la microscop prin măsurarea înălțimii coloanei de migrare celulară (în mm) de la suprafață sedimentul celular în mediul nutritiv atât în capilarele de control, cât și în cele experimentale Apoi, coeficientul sau procentul de inhibare a migrației celulare este calculat folosind următoarea formulă: Înălțimea barei în control - Înălțimea barei în experiment % Înălțimea coloanei din experiment Reacția este considerată pozitivă dacă coeficientul de inhibare a migrației celulare este de % sau mai mult Reacția de transformare blastică a limfocitelor (RBT) Această reacție se bazează pe capacitatea limfocitelor normale din sângele periferic de a intra în mitoză și de a se transforma în forme blastice atunci când sunt cultivate in vitro sub influența unor factori specifici - alergeni și stimulatori nespecifici ai mitogenezei - mitogeni (fitohemaglutinină, concanavalina A, lipopolizaharide și alte substanțe) Metodologie Sângele dintr-o venă în cantitate de - ml este transferat într-o eprubetă cu ml de heparină, diluat în prealabil : cu mediu Eagle fără antibiotice O soluție de gelatină % se adaugă în eprubetă într-o cantitate egală cu / din volumul de sânge prelevat ( , - , ml) și se incubează timp de - minute la °C Apoi lichidul supernatant (plasma) este aspirat și numărul de celule este numărat în mod obișnuit în camera Goryaev Conținutul de x celule în ml este optim pentru reacție Dacă numărul de celule este mare, suspensia este diluată la concentrația necesară cu mediu Eagle, dacă este mai mică, atunci suspensia este centrifugată și precipitatul este suspendat în cantitatea necesară de mediu Apoi, în suspensie se adaugă antibiotice (penicilină și streptomicina), diluate în mediu Eagle într-un astfel de volum încât concentrația finală de antibiotice să fie de UI la ml mediu Suspensia rezultată se toarnă în flacoane speciale sau eprubete de ml Una dintre fiole este un control, celelalte sunt suplimentate cu mitogeni specifici sau nespecifici Tuburile se țin - ore într-un termostat la °C Pentru a ține seama de rezultatele reacției, turnați conținutul flacoanelor în tuburi de centrifugă și centrifugeți Supernatantul este drenat, frotiurile sunt făcute din sediment, colorate folosind una dintre metodele convenționale și microscopate Numărați de limfocite, inclusiv numărul de celule neschimbate, celulele care au trecut în forma blastică și celulele de tranziție Pentru a determina procentul de transformare a blastului, se ia în considerare suma blastelor și a formelor de tranziție la de celule Un calcul similar se face în control În prezența echipamentelor speciale, activitatea mitotică este determinată de intensitatea încorporării timidinei marcate cu radioizotopi Se știe că în mod normal - % dintre limfocite sunt capabile să se transforme în forme blastice O scădere a nivelului de transformare sub acțiunea alergenilor sau a PHA indică o patologie Reacția de formare a rozetei specifice Rozetele sunt formațiuni caracteristice care apar in vitro ca urmare a aderării eritrocitelor la suprafața celulelor imunocompetente Formarea rozetei poate avea loc spontan, deoarece limfocitele T umane conțin receptori pentru eritrocitele berbec Formarea spontană a rozetei la persoanele sănătoase este de - % și servește ca indicator al stării funcționale a limfocitelor T Acest fenomen se reproduce și dacă se folosesc eritrocite, pe care sunt fixați alergenii corespunzători Metodologie Limfocitele din sânge sunt izolate folosind coloane speciale sau prin centrifugare diferențială într-un gradient de densitate, spălate cu soluție Hank și numărate într-o cameră Goryaev în ml și apoi colorate cu albastru tripan pentru a determina viabilitatea Pentru tanarea eritrocitelor, se adaugă ml de acid tanic la o diluție de : la , ml de eritrocite spălate timp de minute, urmată de spălare în tampon fosfat (pH , ) și suspensie în ml de tampon Alergenul se fixează pe eritrocite tanizate prin amestecarea a ml dintr-o suspensie de eritrocite în tampon fosfat (pH , ) și a ml soluție de alergen Amestecul se menține timp de de minute la °C, se spală cu soluție Hanks care conține ser uman normal ( : ) și apoi eritrocitele sunt resuspendate în ml de soluție Hanks Limfocitele izolate din sângele pacientului sunt amestecate cu eritrocitele sensibilizate în raport de : ( milioane de eritrocite la milion de limfocite) Pentru reacţie se utilizează următorul control: ) un amestec de eritrocite tratate cu alergen cu limfocite nesensibilizate; ) eritrocite brute cu limfocite ale pacientului examinat Tuburile experimentale și de control sunt incubate timp de ore la °C, după care se iau în considerare rezultatele reacției Se numără de limfocite și se determină procentul de rozete O "rozetă" este un limfocit la care au aderat cel puțin trei globule roșii Pentru a evalua sensibilizarea organismului de către unul sau altul alergen, se compară rezultatele experimentului și ale controlului Reacția de degranulare a bazofilelor tisulare Tehnica se bazează pe faptul că sub acțiunea alergenului are loc degranularea bazofilelor tisulare de șobolan, sensibilizate anterior de anticorpi citofili din serul sanguin al pacientului Metodologie , ml de ser sanguin al pacientului, , ml de alergen și , ml de suspensie de bazofile tisulare obținute prin spălarea cavității abdominale a unui șobolan sacrificat cu soluție Tyrode fără glucoză se aplică pe lame de sticlă pretratate cu o soluție , % de roșu neutru Amestecul este acoperit cu o lametă, ale cărei margini sunt unse cu vaselină Preparatele rezista - minute la °C și apoi microscopat Controlul reacției de degranulare: ) suspensie de bazofile tisulare și alergen; ) suspensie celulară și ser de testare La control, degranularea nu trebuie să depășească % Se numără de bazofile tisulare, ținând cont de cele normale și degranulate Degranularea se manifestă printr-o colorare mai slabă a granulelor, apariția de vacuole, margini neuniforme ale celulelor, umflarea acestora și rupturi Rezultatele reacției sunt luate în considerare prin formulă x \u d Hx-H , unde Hx este procentul de degranulare din experiment; H - % degranulare în control Cu degranulare de - %, reacția este considerată slab pozitivă; la - % - pozitiv; la % sau mai mult - puternic pozitiv Testul bazofil al lui Shelley Se știe că granulocitele bazofile umane sau de iepure sunt degranulate și în prezența serului pacientului și a unui alergen la care pacientul este sensibil Metodologie Leucocitele sunt obținute din sângele heparinizat prin centrifugare la rpm timp de minute Leucocitele de iepure, serul pacientului și alergenul se amestecă în volume egale pe o lamă cu vopsea prevopsită (soluție , % de roșu neutru în alcool), acoperită cu o lamâie, cuprinzând marginile în parafină pentru a preveni uscarea Totodată, sunt plasate controale: ) leucocite de iepure + volume egale de CNI; ) leucocite de iepure + ser pacient + CNI și ) leucocite de iepure + alergen + CNI Preparatele sunt incubate timp de oră la temperatura camerei și microscopate cu un sistem de imersie Se numără - granulocite bazofile, ținând cont de numărul de celule neschimbate și modificate Testul este considerat pozitiv cu degranularea de cel puțin j/z a granulocitelor bazofile Determinarea anticorpilor din clasa IgE in vitro Diagnosticul de laborator al bolilor pe baza HIT se bazează pe determinarea IgE anti-IgE alergen-specifice Când se utilizează o etichetă radioactivă (a se vedea subsecțiunea ), metoda se numește test radioalergosorbent (RAST), dar mai des se utilizează o enzimă sau o substanță fluorescentă (FAST) ca etichetă Timp de analiză - - ore Principiul metodei: un alergen cunoscut fixat pe o bază solidă este incubat cu serul sanguin al pacientului; IgE anti-IgE specifice serului se leagă de alergen și astfel rămân fixate pe substrat și pot interacționa în mod specific cu anti-ZgE marcat adăugat Rezultatele reacției sunt de obicei exprimate în unități de PAST sau UI (folosind preparatul standard corespunzător) Rezultatele studiului alergosorbent au un grad ridicat de corelare cu rezultatele testelor cutanate Studiul stării imunitare a organismului Starea imunitară este un set de indicatori clinici și de laborator care reflectă starea structurală și funcțională a sistemului imunitar al individului într-o anumită perioadă de timp Starea imunitară este determinată de numărul și activitatea limfocitelor și macrofagelor circulante, starea sistemului complementului, factorii de rezistență nespecifici, numărul și funcția celulelor ucigașe, concentrația de imunoglobuline, anticorpi specifici, interleukine, hormoni timus și alte indicatori Evaluarea stării imunitare se efectuează în clinică în timpul transplantului de organe și țesuturi, cu boli autoimune și alergice, pentru a detecta deficiența imună, la prescrierea tratamentului și pentru a monitoriza eficacitatea acestuia În funcție de capacitățile laboratorului și de circumstanțe, evaluarea stării imune se bazează cel mai adesea pe o combinație a următorilor indicatori: date generale ale examenului clinic; starea factorilor de rezistență nespecifică; informații despre indicatorii imunității umorale; date privind indicatorii imunității celulare; teste suplimentare Examen clinic general Datele examenului clinic general includ plângerile pacientului, anamneza, descrierea stării clinice, hemograma completă (inclusiv numărul absolut de limfocite), studii biochimice Cunoașterea medicului cu pacientul începe de obicei cu datele pașapoartelor și plângerile Deja în această etapă, medicul poate nota profesia și experiența de muncă a pacientului (prezența riscurilor profesionale) Dintre plângerile pacientului, trebuie acordată atenție infecțiilor oportuniste recurente, alergiilor Când luați anamneză, este important să aflați ce boli au fost transferate în copilărie, în special virale și parazitare, lăsând adesea imunodeficiența în urma lor Se remarcă prezența bolilor ereditare, alergii, neoplasme maligne De asemenea, este util să întrebați pacientul despre leziunile și intervențiile chirurgicale din trecut, despre prezența bolilor somatice cronice și despre medicamentele pe care le ia Când se examinează un pacient, se acordă atenție curățeniei pielii și mucoaselor, pe care pot fi detectate manifestări ale infecțiilor oportuniste În timpul palpării și percuției, se acordă atenție stării organelor centrale (timus) și periferice (ganglioni limfatici, splină) ale sistemului imunitar, mărimea lor, coeziunea cu țesuturile din jur, durere Cu percuție și auscultare, este necesar să se stabilească simptomele caracteristice infecțiilor oportuniste cu afectarea organelor interne Această secțiune se încheie cu un test general de sânge, care oferă medicului o idee despre imaginea sângelui, starea celulelor imunocompetente (numărul absolut de limfocite, fagocite) Indicatori ai rezistenței nespecifice Determinarea indicatorilor rezistenței nespecifice a organismului include evaluarea fagocitozei, a sistemului de complement, a rezistenței la colonizare Activitatea funcțională a fagocitelor este evaluată prin mobilitatea lor, aderența, absorbția, degranularea celulelor, distrugerea și divizarea intracelulară a particulelor prinse și formarea speciilor reactive de oxigen În acest scop, astfel de teste sunt utilizate ca determinarea indicelui fagocitar, testul NBT (nitrozin tetrazolium), chemiluminiscența etc Sistemul de complement este de obicei evaluat în reacția de hemoliză și rezultatul este luat în considerare de hemoliză % Rezistența la colonizare este determinată de gradul de disbioză a diferitelor biotopuri ale corpului (cel mai adesea disbioza de colon) Indicatori ai imunității umorale Indicatorii imunității umorale sunt: imunoglobulinele de diferite clase în serul sanguin, anticorpii specifici, catabolismul imunoglobulinelor, hipersensibilitatea imediată, numărul ^-limfocitelor din sângele periferic, transformarea blastică a ^-limfocitelor sub acțiunea mitogenilor ^-celule și alte teste Concentrația imunoglobulinelor de diferite clase în serul sanguin este de obicei determinată prin metoda imunodifuziei radiale conform lui Mancini Titrul anticorpilor specifici (izohemaglutininele grupelor sanguine, anticorpii formați în urma vaccinării, de exemplu, rujeolă sau tetanos etc ) din serul sanguin este detectat folosind diferite reacții imunologice: RA, RIGA etc Etichetele radioizotopilor sunt utilizate pentru a determina catabolismul imunoglobulinelor Numărul de limfocite N din sângele periferic se determină prin analiza cluster (determinarea receptorilor specifici folosind anticorpi monoclonali) sau reacția de formare a rozetei EAC-ROK (eritrocitele în prezența anticorpilor și complementul formează rozete cu N-limfocitele) Transformarea blast a limfocitelor β are loc atunci când acestea sunt stimulate de mitogenii celulelor β, cum ar fi tuberculina, lakonos, etc În condiții optime de cultivare, rata de transformare a blastului poate ajunge la % Exploziile sunt numărate la microscop folosind special metode de colorare histochimică sau folosind o etichetă radioactivă (prin încorporarea timidinei marcate cu tritiu în ADN-ul celulei) Indicatori ai imunității celulare Determinarea indicatorilor imunității celulare care caracterizează starea imunitară a organismului include stabilirea de teste cutanate cu alergeni, sensibilizarea de contact cu dinitroclorobenzen (DNCB), determinarea numărului de limfocite T din sângele periferic și subpopulații de limfocite T, blast transformarea limfocitelor T sub influența mitogenelor celulelor T, determinarea hormonilor timusului, precum și a nivelului de citokine secretate Pentru producerea de teste alergice cutanate se folosesc antigene, la care ar trebui să existe în mod normal sensibilizare, de exemplu, testul Mantoux cu tuberculină Sensibilizarea de contact cu DNCB este utilizată pentru a evalua inducerea răspunsului imun primar Numărul de limfocite T din sângele periferic este determinat folosind reacția rozetei E-ROK (eritrocitele de oaie formează rozete spontane cu limfocitele T); subpopulații de limfocite T - folosind reacția de formare a rozetei EA-ROK Membrana T-helper are un receptor pentru fragmentul Tc IgM, iar membrana T-supresor are un receptor pentru fragmentul IgG Te, astfel încât ajutoarele T formează rozete cu eritrocite acoperite cu anticorpi anti-eritrocitari din clasa IgM, iar supresorii formează rozete cu eritrocite acoperite cu anticorpi antieritrocitari din clasa IgG O metodă mai precisă și mai modernă pentru determinarea populațiilor și subpopulațiilor de limfocite T este analiza cluster bazată pe utilizarea anticorpilor monoclonali la receptorii limfocitar și a unui citometru de flux După determinarea subpopulațiilor de limfocite T, se calculează raportul dintre ajutoare și supresoare - T / T (în mod normal este de aproximativ două) Pentru a determina transformarea blastică a limfocitelor T, acestea sunt stimulate cu mitogeni de celule T, cum ar fi concanavalina A sau fitohemaglutinina Sub influența mitogenilor, limfocitele mature sunt transformate în limfoblaste, care pot fi numărate la microscop sau detectate printr-o etichetă radioactivă Evaluarea hormonilor timusului se realizează cel mai adesea prin determinarea nivelurilor de -timozină și timulină, care reflectă funcția celulelor epiteliale stromale timice Pentru a detecta nivelul de citokine secretate (interleukine, mielopeptide etc ), cele mai promițătoare sunt imunotestele enzimatice bazate pe utilizarea anticorpilor monoclonali la doi epitopi de citokine diferiți În acest scop, puteți pune și RTML Teste suplimentare Ca teste suplimentare pentru a evalua starea imunitară, puteți folosi definiția bacteriană tericiditatea serică, proteina C reactivă serică, factorii reumatoizi și alți autoanticorpi, titrarea componentelor complementului C , C Astfel, evaluarea stării imune se realizează pe baza unui număr mare de teste de laborator care permit evaluarea stării legăturii umorale, celulare a sistemului imunitar și a factorilor de rezistență nespecifici Unele dintre testele propuse sunt dificil de efectuat, necesită reactivi imunochimici scumpi și echipamente de laborator, precum și personal înalt calificat și sunt disponibile unui număr limitat de laboratoare Toate testele sunt împărțite în mod convențional în două niveluri (Tabelul ) Tabelul Evaluarea stării imunitare în screening și studii aprofundate Test Nivelul Nivelul Determinarea numărului și morfologiei limfocitelor din sângele periferic (abs și %) Analiza histochimică a organelor limfoide Formarea rozetei EAC Analiza markerilor de suprafață ai celulelor mononucleare folosind anticorpi monoclonali Determinarea imunoglobulinelor serice Granularea blast a limfocitelor B și T Determinarea activității fagocitare a leucocitelor Determinarea citotoxicității Teste cutanate Determinarea activității enzimelor asociate cu deficiența imună Radiografia și fluoroscopia organelor limfoide, precum și a altor organe interne (în special plămânii), în funcție de indicațiile clinice Determinarea sintezei și secreției de citokine Determinarea hormonilor timusului Analiza exploziei respiratorii a fagocitelor Determinarea componentelor complementului Analiza celulelor mixte culturilor Testele de nivel pot fi efectuate la orice laborator de imunologie clinică de îngrijire primară Sunt utilizate pentru identificarea primară a persoanelor cu imunopatologie La determinarea oricăror abateri de la normă, pentru un diagnostic mai precis, se pot folosi teste de nivelul , care sunt puse în laboratoare de specialitate Metode de diagnostic biologic molecular Metodele biologice moleculare de diagnostic permit depistarea în probele prelevate de la pacient, la autopsie sau din mediu, a moleculelor agentului patogen NK Specificitatea lor se datorează individualității genomurilor - secvențele de nucleotide ale ADN-ului și ARN-ului organismelor și se bazează pe principiul complementarității - corespondența perechilor de nucleotide (A-T, G-C) între ele, ceea ce permite hibridizarea fragmentelor NA similare ( inclusiv referinţa şi fragmentele dorite) Aceste metode au dobândit o sensibilitate ridicată utilizând reacția în lanț a polimerazei (PCR) reacția în lanț a polimerazei Esența PCR este dublarea ciclică (amplificarea) a unei anumite secțiuni de ADN folosind primeri specifici (semințe) de enzime polimeraze speciale După primul ciclu, dintr-un fragment de ADN se formează două fragmente de ADN, după al doilea - patru, iar apoi creșterea cantității de ADN merge exponențial În cele din urmă, chiar dacă în probă a fost prezentă o singură moleculă de NA, se formează o cantitate suficientă de ADN, astfel încât să poată fi detectat cu ușurință prin metode fizico-chimice convenționale - cromatografie sau electroforeză Pentru ca dublarea (amplificarea) să înceapă, este necesar să existe o secvență de oligonucleotide de - de resturi de aminoacizi care să fie complementară cu o porțiune specifică a ADN-ului agentului patogen (amors) Primerii se obțin, pe baza genelor cunoscute ale diverșilor agenți patogeni, în dispozitive speciale - sintetizatoare Trebuie subliniat că o condiție prealabilă pentru efectuarea unei reacții în lanț a polimerazei este cunoașterea secvenței de nucleotide a unui anumit obiect de studiu (virus, bacterie etc ) În prezent, băncile de date conțin informații aproape complete despre genomul diferiților microbi patogeni Orez Schema etapelor PCR: - denaturarea ("topirea") ADN-ului; - atașarea ("recoacerea") amorselor; - completarea catenei complementare de ADN (alungire) Pentru PCR, sunt necesari doi primeri, fiecare dintre care este complementar cu unul dintre lanțurile unei molecule de ADN dublu catenar În acest caz, capetele ' ale acestor oligonucleotide sintetice ar trebui să fie îndreptate unul spre celălalt (Fig ) Pentru a începe reacția, sunt colectate într-un tub: ADN-ul studiat, doi primeri, patru tipuri de deoxinucleozide trifosfați, enzima polimeraza izolată din microorganismele termofile Thermus aquaticus și un amestec tampon care este optim pentru funcționarea acestei polimeraze Amestecul rezultat este încălzit timp de min la °C, în timp ce catenele complementare de ADN sunt separate Această etapă se numește denaturarea ADN-ului ("topire") Apoi temperatura este coborâtă la - °C (în funcție de compoziția oligonucleotidelor) și menținută timp de , - , min În acest caz, primerii sunt atașați la ADN-ul monocatenar format ca rezultat al denaturarii - unul la capătul ' al situsului selectat pentru dublare, al doilea la capătul ' Acest pas se numește "recoacere" În a treia etapă, temperatura este menținută la °C Aceasta este temperatura optimă pentru funcționarea polimerazei utilizate în PCR Această enzimă, folosind trifosfații deoxinucleozidici conținute în amestec, completează catenele complementare de ADN, începând de la capetele ' ale primerilor unul spre celălalt Această etapă se numește "alungire" (alungire) Repetarea ciclică a celor trei regimuri de temperatură date se realizează cu ajutorul dispozitivelor automate - termocicloare (amplificatoare) De regulă, se efectuează de cicluri, ceea ce face posibilă, teoretic, obținerea a de copii ale secțiunii ADN-ului patogen Secvențierea ADN-ului Secvențierea ADN-ului folosind principiile copierii polimerazei include următorii pași Utilizând PCR, se acumulează un număr suficient de copii ale regiunii ADN studiate Utilizând hidroliza alcalină, moleculele de ADN rezultate sunt tăiate în fragmente de diferite lungimi De exemplu, dacă se examinează o secvență de nucleotide lungime, după această etapă se va obține un amestec de segmente de ADN cu lungimea de , , , și nucleotide (Fig ) La amestecul rezultat se adaugă dideoxinucleotide (adenină, timidină, guanină și citozină), fiecare dintre acestea fiind marcată cu propriul colorant Nucleotidele dideoxi marcate sunt atașate la nucleotide complementare la capătul ' al fiecărui fragment Și alungirea în continuare a lanțului se oprește în acest punct din cauza particularităților structurii chimice a dideoxinucleotidelor Astfel, fragmentele de lungimi diferite sunt marcate cu etichete diferite în funcție de ce nucleotidă se află la capătul lor ' Capilar Orez Schema de secvențiere ADN: - acumularea de copii ale segmentului de ADN care se secvențiază; - hidroliza alcalină a ADN-ului; - atașarea dideoxinucleotidelor marcate de tipuri; - analiza fragmentelor de ADN în timpul electroforezei într-un gel vertical de poliacrilamidă Cititor Amestecul rezultat de fragmente de ADN marcate este supus electroforezei într-un gel de poliacrilamidă vertical denaturant În acest caz, fragmentele cu cea mai mică greutate moleculară se vor mișca primele - în exemplul nostru, lanțuri de ADN cu o lungime de nucleotidă Toate vor purta o etichetă corespunzătoare acestei nucleotide - prima din secvență În continuare, lanțurile de ADN de nucleotide vor trece pe lângă senzorul optic - eticheta de la capătul lor va corespunde celei de-a doua nucleotide din secvența de ADN studiată Și tot așa, până când cele mai lungi fragmente sunt ultimele care au ajuns Prin urmare, când electroforeza este finalizată, se va obține o secvență clară de nucleotide din fragmentul studiat Electroforeza se realizează automat folosind un aparat special - un secvențior Fragmentele de ADN trec prin gelul care umple capilarele dispozitivului, pe lângă dispozitivul laser care citește semnalele unei etichete specifice Rezultatele obținute sunt procesate de un computer, care construiește o secvență probabilă de nucleotide Când utilizați un secvențior, întreaga procedură descrisă mai sus este relativ simplă , Hibridarea acizilor nucleici Hibridizarea este procesul prin care o țintă de NA monocatenar se leagă de o sondă, o moleculă complementară marcată cu un izotop sau enzimă radioactiv Atât ADN-ul, cât și ARN-ul pot fi utilizate ca sonde Sondele ADN sunt dublu catenare și trebuie denaturate (de exemplu, prin încălzire) înainte de utilizare pentru a obține fragmente monocatenar Sondele de ARN sunt de obicei molecule monocatenar și nu trebuie să fie denaturate înainte de utilizare Deoarece, de regulă, multe NC diferite sunt prezente în materialul studiat, sonda trebuie mai întâi să "găsească" "partenerul" său complementar în acest amestec complex și abia apoi să formeze un complex cu acesta Dacă hibridizarea se realizează nu în soluție, ci pe filtre, această metodă se numește hibridizare blot Există două moduri de a transfera NC la filtre: Aplicarea directă a soluțiilor NA pe filtru (dot- or slot-blots) Transferul NA la filtrele cu membrană după fracţionarea lor în gel de agaroză (Blot Southern sau Northern) Dot blot permite răspunsul la o singură întrebare: eșantionul dat conține secvența dorită; de regulă, punct- blot este utilizat pentru a detecta patogenul NC în materialul de la un pacient Southern și Northern blots fac posibilă detectarea modificărilor dimensiunii moleculelor, de ex identificarea posibilelor defecțiuni structurale De regulă, aceste modificări sunt folosite pentru a detecta tulburări genetice la nivel de macroorganisme și, prin urmare, nu sunt luate în considerare în detaliu aici Tehnica de hibridizare dot-blot ADN Studiul se realizează în mai multe etape ADN-ul studiat este tratat cu ultrasunete pentru a obține fragmente scurte individuale ( W, - min) Denaturați fragmentele rezultate într-o baie de apă clocotită ( min) Aplicați ADN direct pe filtrul cu membrană Fixați ADN-ul pe filtru: a) prin prăjire la °C în vid (filtru de nitroceluloză) sau b) prin iradiere UV timp de - minute (filtru din nailon) Prehibridizarea se realizează cu un tampon special la °C timp de - ore Se adaugă tampon de hibridizare care conţine sondă denaturată şi se hibridizează la °C timp de ore Prezența sau absența unei etichete este detectată prin metode RIA sau ELISA Hibridizarea dot-blot a ARN se realizează aproape conform aceleiași scheme, dar pentru denaturarea ARN se utilizează glioxal sau formaldehida, iar hibridizarea se realizează la °C CAPITOLUL DIAGNOSTICUL MICROBIOLOGIC AL INFECTIILOR SELECTATE Clasificarea biologică și semnificația clinică a bacteriilor suferă modificări pe măsură ce noi metode de cercetare sunt introduse în practică și se acumulează experiența clinică Starea actuală a acestei probleme este reflectată în tabelele de mai jos (Tabelele , ) În conformitate cu cea de-a -a ediție a "Cheia bacteriilor" lui Bergey, bacteriile patogene și oportuniste pentru oameni aparțin a trei categorii de eubacterii: I - gram-negativ; II - gram-pozitiv; III - lipsit de perete celular (micoplasmă) Aceste bacterii sunt incluse în din cele de grupuri bacteriene cunoscute Tabelul Bacteriile patogene și condițional patogene pentru oameni Grup Categoria Grup (categorie) de bacterii Taxa I Spirochetes Genurile Trepanema, Borrelia, Leptospira I Aerobe și microaerofile motile spirale și bacterii Gram-negative curbate Gene Campylobactey Helicochacter, Spirillum, Wolinella I Tije și coci aerobi și microaerofili gram-negativi Genurile Achromobacter, Acinetobacter, Agrobacterium, Afipia, Alcaligenes, Bacteroides (speciile B gracilis și B urealyticus) Bordetella, Brucella*, Burkholderia* Flaviomonas, Flavobacterium, Francisella*, Kingella, Legionella* Moraxella, Morococcus, Neisseria, Pseudomonas, Stenotrophomonas I Baghete gram-negative anaerobe facultative: ) Familii de enterobacterii ) Vibrios ) Pasteurella ) genuri care nu le sunt atribuite ) genuri Cedecea, Citrobacter, Edwardsiella, Enterobacter, Escherichia, Ewingella, Hafnia, Klebsiella, Kluyvera, Morganellacler , Pantoae, Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia, Shigrila Tatumella, Yersinia*; ) genuri Aeromonas, Plesiomonas, Vibria* ) genuri Actinobacillus, Harmophilus, Pasteurella ) genuri Calymmobacterium, Capnocytophaga, Cardiobacterium, Chromobacterium, Eikenella, Gardnerella, Streptobacillus I Bacterii anaerobe Gram-negative drepte, curbate și spiralate Gene Anaerobiospimlunp Anaerorhabdus, Bacteroides, Bilophila, Fusohactpriimi Porphyromonas, Prevotella I Coci gram negativi anaerobi din genul Veillonella Sfârșitul mesei Grup Categoria Grup (categorie) de bacterii Taxa I Rickettsia și chlamydia: ) familii de rickettsia ) bartonella ) chlamydia ) genuri -CoxZeZ/fl*, Ehdichia, Rickettsia* ) rol Rartonella ) genul Chlamydia, CMamydaphila II Coci gram-pozitivi Genurile Alloiococcus, Enterococcus, Geme Ha, Le and co nostoc, Peptococcus, Peptostreptococcus, Planococcus, Staphylococcus, Stomatococcus, Streptococcus II Baci și coci gram-pozitivi formatori de spori Baci lins*, genuri Clostridium Baghete gram-pozitive cu formă regulată, care nu formează spori din genurile EiysLpelalhdx, Listeria II Tije Gram-pozitive neformatoare de spori, de formă neregulată Genuri Actipotuces, Arcanobacterium, Bifîdobacterium, Corynebacterium, Eubacterium, Gardnerella, Lactobacillus, Mobiluncus, Propionibacterium, Rothia II Micobacterii Genul MycQbactmum , , III Actinomycetes Genul Actinomadura, Gordona, Nocardia, Oerskovia, Rhodococcus, Streptomyces, Tsukamurella III Mycoplasma Genurile Mycoplasma, Ureaplasma Notă Sunt subliniate genurile care conțin una sau mai multe specii (variante) necondiționat patogene; * sunt marcate nașterile, care includ unul sau mai mulți agenți patogeni ai unor infecții deosebit de periculoase Atunci când selectează material pentru a detecta agentul cauzal al unei anumite infecții și interpretează rezultatul unui studiu microbiologic, medicul trebuie să se concentreze nu numai pe tipul și varianta microorganismului izolat, ci și pe potențialul său patogen, abundența (pentru agenții patogeni oportuniști) , precum și biotopul din care a fost izolat * Tabelul Frecvența de detectare a speciilor bacteriene în materialul din diferite biotopi ale corpului uman și semnificația lor etiologică Bacteriile Frecvența detectării și semnificația etiologică RT GI MT CR G U Achromobacter xylosoxidans - - - - C C Acidaminococcus fermentans - C - - - - Acinetobacter spp B - - Actinobacillus actinomycetemcomitans - - - - C - Actinomadura madurae - - - C - - Actinomyces spp A - C - Aerococcus viridans VI - - - - Aeromonas spp - - - - Agrobacterium tumefaciens C - - C - - Alcaligenes spp - С - - - Anaerobiospirillum succimiproducens С - - - - - Arachnia propionica B\ - - - - - Arcanobacterium haemolyticum B - - C - - Azotobacter spp - - - - С - Bacillus anthracis ss - - ss - - Bacillus spp C - Bacteroides spp A A A C C Bartonella bacilliformis - - - NV - - Bartonella henselae - - - NV - - Bifidobacterium spp B \ C C C Bilophila wadsworthia - - C - - - Bordetella pertussis OT - - - - - Borrelia spp VI - - - - - Brucella spp sz - - - sz - Continuarea tabelului Bacteriile Frecvența detectării și semnificația etiologică RT GI MT CR G U Calymmatobacterium granulomatis - - NV - - - Campylobacter spp în \ VZ C - - - Capnocytophaga spp AT - - - - - Cardiobacterium hominis B\ - - - - - Chlamydia spp VZ - V - - - Chlamydia trachomatis - - - - OT C Clostridium spp B A A B C C Corynebacterium diphtheriae (toxigen) NV - - NV NV NV Corynebacterium spp B\ B\ B B B CI Coxiella bumetii NW - - - - - Ehrlichia spp - - - SZ - - Eikenella corodează B - - - - - Enterobacteriaceae B A A B B B Enterococcus spp CI A B B - - Erysi pelothrix spp - - - SZ - - Eubacrerium spp - A \ - B - CI Flavobacterium spp C - C B - - Francisella tularensis NV - - - NV - Fusobacterium spp A A £ B C C Gardnerella vaginalis - - B - - - Gemella spp VI - - - - - Haemophilus influenzae - - - - - OT Haemophilus influenzae biovar III (H aegyptius) - - - - VZ " Haemophilus ducreyi - - OT - - - Haemophilus spp A - - - - - Helicobacter pylori - OT - - - - Continuarea tabelului Bacteriile Frecvența detectării și semnificația etiologică RT GI MT CR G U Kingella spp C - - - - - Lactobacillus spp B\ A\ - C - Legionella spp AT - - - - - Leptospira interrogans - - NV - - - Leptospira spp - - - sz sz - Leptotrichia buccalis B\ - - - - - Listeria spp - - C C - - Micrococcus spp A\ - - A\ - - Mobiluncus spp - - AT - - - Moraxella catarrhalis B - B \ - £ B Moraxella spp B\ - B\ B B - Mycobacterium spp B B B B C C Mycobacterium tuberculosis OT - - - NW - Mycoplasma hominis - - B - - - Mycoplasma spp - C - - - - Neisseria gonorrhoeae sz sz OT - OT - Neisseria meningitidis B - cs - B - Neisseria spp A \ în \ în \ B în \ - Nocardia spp VZ - - C sz - Oerskovia spp - - - С - - Pasteurella spp C - - C - - Pediococcus spp - C - - - - Peptococcus spp - - - - - С Peptostreptococcus spp A B în \ B C C Plesiomonas shigelloides - C - C - - Porphyromonas spp A - A - - - Prevotella spp A - A - - - Propionibacterium spp - - B \ A B B Sfârșitul mesei Bacteriile Frecvența detectării și semnificația etiologică RT GIT MPT CR G U Pseudomonas aeruginosa - - - - - Pseudomonas spp - B - Rhodococcus spp C - - C - - Rickettsia spp - - - VZ - - Rothia dentocariosa £ - - - - - Ruminococcus bromii - C - - - - Selenomonas spp C - - - - Spirillum minus - - - NV - - Staphylococcus spp A A A A Stenotrophomonas maltophilia B - - B - - Stomatococcus mucilaginosus VI - - - - - Streptobacillus moniliformis - - - C - - Streptococcus pneumoniae B - - - - Streptococcus pyogenes B - - - - - Streptococcus spp A B B B Streptomyces somaliensis - - - C - - Succinimonas spp - - - - - Succinivibrio spp - - - - - Treponema pallidum - - OT - OT - Treponema spp В - - ВЗ - - Ureaplasma urealyticum - - - - - Veillonella spp AI - B C C Vibrio spp Bl - C - C Wolinella recta Bl - - - - - Note -, a) RT - tract respirator, tract gastro-intestinal - tract gastro-intestinal, MT - tract genito-urinar, K R - scurgeri ale pielii și plăgii, G - ochi, U - urechi; b) sunt prezente în materialul clinic: A - des, B - rar, C - rar; c) - rareori (dacă vreodată) au semnificație etiologică; - provoacă uneori boala; - provoacă de obicei boala Coci gram-pozitivi infecție cu stafilococ Stafilococii pot provoca infecții oportuniste, inclusiv infecții nosocomiale Alături de speciile "tradiționale" - Staphylococcus aureus (aurie), Staphylococcus epidermidis (epidermic) și Staphylococcus saprophyticus (saprofite) - așa-numiții stafilococi coagulazo-negativi ( haemolyticus, S lugdu-nensis, S schlesiferi, S warneri) Infecțiile dobândite în spital sunt adesea cauzate de S aureus rezistent la meticilină (MRSA), care a crescut virulența și rezistența la multe antimicrobiene În bolile cauzate de stafilococi, puroi, scurgeri ale plăgii, puncții din cavități și abcese, se examinează material din mucoase, sânge, spută, urină, lichid cefalorahidian; în caz de toxiintoxicare alimentară - vărsături, fecale ale pacienților, resturi alimentare; în studii preventive - tampoane din instrumente și echipamente, materiale medicale sterilizate, aer Cu leziuni purulente deschise, materialul este luat cu un tampon de bumbac după îndepărtarea stratului superior de puroi, care poate conține stafilococi nepatogeni și alte microorganisme care au căzut de pe piele sau din aer În prezența focarelor purulente închise, se face o puncție și se toarnă puroi din seringă într-o eprubetă sterilă Membrana mucoasă detașabilă este îndepărtată cu un tampon uscat Urina, sputa sunt colectate în eprubete și borcane sterile Sângele ( - ml), prelevat cu o seringă din vena cubitală, și lichidul cefalorahidian, respectând regulile de asepsie, se seamănă la patul pacientului într-un flacon care conține - ml bulion de zahăr (pH , - , ) , sau pe un mediu pentru controlul sterilității Stafilococii se înmulțesc bine pe medii simple, dar este mai bine să folosiți medii îmbogățite, deoarece septicemia poate fi cauzată nu numai de stafilococi, ci și de microorganisme pretențioase (streptococi, anaerobi etc ) Microscopie Puroiul, sputa, secrețiile din gât și alte materiale care conțin concentrații mari de agent patogen sunt supuse microscopiei cu lumină Puroiul de consistență groasă se introduce într-o picătură de apă sterilă, se face un frotiu cu un tampon sau o ansă și se colorează după Gram Celulele sferice ale stafilococilor se colorează în albastru-violet și sunt dispuse în grupuri mici, în perechi sau în lanțuri scurte (vezi insertul color, Fig , o) Microscopia nu poate servi ca singura metodă de diagnosticare de laborator, deoarece nu permite capacitatea de a diferenția, de exemplu, stafilococi și streptococi, prin urmare, împreună cu examinarea microscopică, se efectuează examinarea bacteriologică a materialului cercetare bacteriologică În prima zi a studiului, materialul este inoculat cu o ansă sau o spatulă în vase cu % sânge, precum și agar cu gălbenuș sau sare de lapte, care sunt incubate timp de - de ore la ° C și la fel cantitate în lumină la temperatura camerei (pentru o pigmentare mai clară a coloniilor) Mediile sărate datorită conținutului ridicat de clorură de sodiu sunt selective pentru stafilococi, creșterea majorității microorganismelor asociate asupra acestora este suprimată În a -a zi se studiază coloniile crescute: stafilococii formează colonii convexe, chiar opace, de dimensiuni medii albe, galbene lămâie sau aurii (hemolitice sau nehemolitice) Pigmentarea se observă mai bine pe agar de lapte-sare Pe agar-sare de gălbenuș, majoritatea stafilococilor patogeni provoacă o reacție de lecitinază (lecitovitellază), care se manifestă prin formarea unei zone tulburi în jurul coloniei cu un halou irizat în lumina reflectată Examenul microscopic evidențiază coci gram-pozitivi dispuși în grupuri în frotiuri Pentru a izola o cultură pură, coloniile suspecte sunt subcultivate pe un PA înclinat În a -a zi se verifică puritatea culturii izolate, se efectuează teste și se fac culturi pentru identificarea acesteia (Tabelul ) Asigurați-vă că determinați sensibilitatea tulpinii la antibiotice și, dacă este necesar - fagovar (folosind un set de bacteriofagi stafilococici tipici) În a -a zi se realizează identificarea finală a culturilor după teste cultural-morfologice, biochimice, sensibilitate la antibiotice etc Stafilococii se diferențiază de bacteriile asemănătoare ca morfologie prin teste de catalază și benzidină, rezistență la bacitracină ( , U, disc), lisostafină ( μg/ml), eritromicină ( , μg/ml) și furazolidonă ( μg, disc) , de asemenea ca și alte teste Pentru a detecta plasmacoagulaza, cultura de agar izolată sub formă de suspensie groasă este introdusă într-o eprubetă cu , ml plasmă de citrat de iepure și emulsionată complet Eprubetele se mențin în poziție verticală la ° C și se observă apariția coagulării - coagularea plasmei (de obicei se observă un rezultat pozitiv după - ore) Pentru a realiza reacția de floculare (autoaglutinare), plasma este turnată într-o eprubetă și, la o distanță de , cm deasupra nivelului său, o cultură de agar pur de stafilococ este triturată cu o ansă, apoi plasmă este introdusă în cultură cu O buclă Cu un rezultat pozitiv Tabelul Caracteristici diferențiale ale stafilococilor semnificativi clinic Tip de caracteristică § th AND S epidermidis țj Ș- și S haemolyticus se > S schleiferi s: § Pigment carotenoid + - - VV - V Plasmocoagulaza + - - - V - - Factorul de floculare + - - - (+) + - DNază termostabilă + - - - - + - Fosfataza alcalina + + - - - + - Urază V + + - V - + Rezistență la novobiocină - - + - - - - Rezistența la polimixină în fermentația anaerobă la acid: + + V manitol + - VV - - V trehaloză + - + + + V + manoză + (+) - - + + - maltoză + + + + + - (+) zaharoză + + + + + - + turanoze + V + VV - V Notă "-" - reacție negativă; "+" - reacție pozitivă; "(+)" - reacție slab pozitivă; "V" - reacție variabilă pe peretele eprubetei apar imediat fulgi distincti de aglutinat Pentru a determina activitatea ADN-azei, culturile zilnice de stafilococi sunt inoculate cu plăci într-o cutie Petri cu agar care conține ADN O porțiune de acid nucleic cu o rată de mg/ml de ADN este plasată în apă distilată, adăugând ml de soluție de hidroxid de sodiu , % pentru fiecare ml de apă și încălzită până la dizolvarea completă A se topi- Soluția de ADN obținută este adăugată aseptic la MPA care a fost congelat și răcit la °C până la o concentrație de mg/ml ( ml de soluție de ADN la ml de MPA) Se folosește și agar uscat care conține ADN O zi mai târziu, în cană se adaugă ml soluție p de acid clorhidric, iar după - minute se observă apariția unei zone de iluminare în jurul plăcilor, indicând prezența DNazei Activitatea lizozimatică a stafilococilor este considerată un semn suplimentar de patogenitate Pentru a-l detecta, o cultură zilnică de agar de stafilococ este inoculată cu plăci pe un mediu nutritiv dens cu inoculare profundă a unei suspensii de Micrococcus luteus Odată cu eliberarea de lizozim în jurul coloniei de stafilococi, se formează zone de liză micrococică Determinarea fagovarului de culturi este de mare importanță epidemiologică pentru identificarea sursei de infecție și a căilor de infecție Principalul set internațional de fagi stafilococici este format din de tipuri împărțite în grupuri Reprezentanții fagovarelor și sunt de cea mai mare importanță în infecțiile stafilococice nosocomiale Totodată, tulpinile netipice de stafilococi sunt destul de frecvente (până la % din cazuri) Pentru a izola hemocultura de stafilococi, hemoculturi în bulion de zahăr se păstrează la ° C timp de - ore Stafilococul determină o turbiditate uniformă a mediului În a -a zi (sau mai târziu, în funcție de rata de reproducere), frotiurile colorate cu Gram sunt preparate din cultura bulionului și examinate microscopic, apoi subcultivate pe MPA înclinat și într-o placă de agar cu sânge pentru a detecta activitatea hemolitică În a -a zi, se obține o cultură pe o înclinație de agar și se studiază în același mod ca o cultură izolată din puroi sau alte materiale Pentru inocularea exudatului se folosește puroi din abcese nedeschise, flegmon, MPA sau agar sânge %, incubat la ° C timp de - ore, se izolează o cultură pură și se identifică prin metodele descrise mai sus În caz de toxiintoxicare alimentară, materialul de testat este microscopat, apoi semănat în cupe cu MPA și în bulion care conține % glucoză (pentru îmbogățire) Materialul contaminat cu microfloră concomitentă este inoculat pe agar sânge care conține - % clorură de sodiu Pe un astfel de mediu, creșterea enterobacteriilor și a bacililor este suprimată, iar stafilococii cresc bine și prezintă activitate hemolitică Culturile sunt incubate la °C A doua zi, coloniile sunt studiate, izolate și, în continuare, sunt identificate culturi pure Stafilococii care provoacă toxiinfecții alimentare formează un pigment auriu, rar alb, provoacă hemoliză și coagulează plasma Pentru a detecta producția de enterotoxină, o cultură de stafilococ este semănată într-un mediu nutritiv special La ml se adaugă g peptonă, g fosfat acid de sodiu, g fosfat acid de potasiu, g clorură de sodiu, , g clorură de calciu, , g clorură de magneziu, , agar-agar (pH , ) de apă distilată - ) Se sterilizează timp de de minute la °C Inoculările sunt plasate într-o atmosferă cu % CO și incubate la °C timp de - zile, apoi filtrate prin filtrele cu membrană nr și Filtratul rezultat cu un volum de - ml este amestecat cu un cantitate egală de lapte cald și hrănite pisicuțelor în vârstă de - luni sau introduc filtratul în stomac cu o sondă În prezența enterotoxinei, după - de minute, pisoii vărsă - semnul principal al otrăvirii, iar după - ore apare diaree, care durează - zile, în cazurile severe, moartea este posibilă Filtratul poate fi administrat intraperitoneal la pisoi după încălzirea acestuia la o temperatură de °C timp de de minute (pentru a inactiva fracțiile de toxine termolabile) În prezent, toxicitatea culturilor izolate de stafilococi este determinată într-un experiment in vitro folosind o reacție de precipitare difuză într-un gel (vezi subsecțiunea ) Stafilococii pot fi găsiți în aer în vestiare, săli de naștere și alte medii spitalicești Pentru a le detecta, se fac culturi de aer pe agar cu sare galbenus La ml de MPA topit care conțin , g clorură de sodiu, se adaugă ml suspensie sterilă de gălbenuș, se amestecă și se toarnă în cupe Pentru prepararea suspensiei de gălbenuș, gălbenușul unui ou de găină se îndepărtează aseptic, se spală de proteine, se pune într-o fiolă cu mărgele, se adaugă ml de ICH și se agită până se amestecă complet; depozitate la frigider Studiu serologic Pentru a confirma o infecție cu stafilococ, serodiagnosticul are o importanță secundară Determinarea antitoxinei stafilococice în serul sanguin în diagnosticul infecțiilor stafilococice cronice (osteomielita, septicopiemie etc ) este de o importanță mai mare, deoarece studiile bacteriologice efectuate pe fondul terapiei antibiotice masive, de regulă, rămân neconcludente Puteți utiliza RIGA cu diagnosticul de stafilococ eritrocitar (eritrocitele sunt încărcate cu a-toxină a stafilococului auriu) O altă reacție se bazează pe metoda de suprimare a activității hemolitice a toxinei stafilococice cu antitoxina din serul pacientului Pentru a face acest lucru, serul pacientului, diluat : , : , : , : etc , se adaugă la o anumită doză de toxină stafilococică, bine amestecată și se adaugă , ml de eritrocite de iepure amestecul Rezultatele reacției sunt luate în considerare după incubarea tuburilor timp de oră la o temperatură de °C și aceeași perioadă la temperatura camerei Cantitatea de ser, dintr-un amestec cu care hemoliza este slabă sau nedetectată, este considerată titrul acesteia La copiii practic sănătoși, precum și la persoanele care au suferit, de exemplu, o infecție cutanată stafilococică, titrul de antitoxină stafilococică nu depășește , - UA / ml La pacienții cu infecții stafilococice cronice, titrul este de obicei mai mare infecție cu streptococ Deși numeroși reprezentanți ai genului Streptococcus alcătuiesc în mod normal o proporție semnificativă din microflora normală a tractului digestiv, respirator și genital, unii dintre ei pot provoca infecții oportuniste de diferite localizari și severitate: faringită, amigdalita, otita medie, pneumonie, scarlatina și alte boli ale tractului respirator și ORL gans; erizipel, flegmon, supurația rănilor și alte boli ale pielii și țesutului subcutanat; complicații purulent-inflamatorii postpartum, meningită, sepsis Complicațiile severe ale infecției cu streptococ sunt reumatismul și glomerulonefrita Streptococcus pyogenes (streptococ piogen, grupa A conform Lancefield), Streptococcus pneumococcus (pneumococ, vezi mai jos), Streptococcus agalactiae (streptococ P-hemolitic din grupa B), P-streptococ hemolitic din grupele C și G sunt de cea mai mare importanță clinică Recent, a fost dovedit rolul etiologic al streptococilor de grup D (endocardită, meningită), precum și al unui număr de streptococi "verzi" care trăiesc constant pe mucoase (bacteremie, endocardită, abcese profunde ale ficatului și creierului) În bolile cauzate de streptococi, materialele pentru cercetare, în funcție de localizarea și forma infecției, sunt puroi, sânge, secreții mucoase, urină, spută, lichid cefalorahidian, secreții ale plăgii Luați-l în același mod ca în bolile cauzate de stafilococi La preluarea materialului din cavitatea bucală nu se face clătirea, iar intervalul după masă trebuie să fie de cel puțin ore Dacă materialul nu poate fi livrat la laborator în ore, se pune în mediu de transport sau mediu de acumulare (zahăr) bulion, mediu tioglicol) Microscopie În frotiurile colorate cu Gram din puroi, secreții mucoase, streptococii sunt localizați în lanțuri scurte (a se vedea insertul color, Fig , b), uneori sub formă de diplococi sau coci unici În acest din urmă caz, streptococii nu pot fi distinși de stafilococi, prin urmare, pentru un studiu mai detaliat al cocilor detectați, examenul bacteriologic este obligatoriu Acest lucru este, de asemenea, necesar pentru corectare nici o alegere de medicamente pentru tratamentul etiotrop Ca diagnostic expres, streptococii sunt uneori determinați în material nativ prin imunofluorescență cercetare bacteriologică Puroiul, secreția mucoasei, urina, sputa, lichidul cefalorahidian sunt semănate într-un vas Petri cu agar sânge % (este mai bine să folosiți sânge de oaie defibrinat) și într-o eprubetă cu bulion de zahăr Pentru a izola streptococii din materialul contaminat se folosesc medii selective (antibiotice precum colistina și acidul nalidixic sunt introduse în agar-sânge și mediul de acumulare, care inhibă creșterea microorganismelor asociate) Deși streptococii cresc în aer, culturile sunt cel mai bine incubate într-o atmosferă anaerobă la °C Incubarea într-o atmosferă de CO stimulează creșterea streptococilor beta-hemolitici din afara grupului A În aceste scopuri se folosește un anaerostat sau un desicator cu o lumânare aprinsă După - de ore se studiază coloniile și creșterea în bulion de zahăr În bulionul de zahăr, majoritatea streptococilor piogeni dau o creștere de fund sau parietal sub formă de fulgi sau boabe, întregul mediu rămâne transparent, alți streptococi pot produce turbiditate intensă a mediului cu formarea unui sediment compact Streptococcus pyogenes crește pe mediu dens cu formarea mai multor tipuri de colonii: colonii mici, plate, uscate, cu structură granulară (tulpini virulente care conțin proteină M); relativ mare, strălucitoare, vâscoasă cu marginea netedă (virulentă, care conține o capsulă) Trei grupe de streptococi se disting prin creșterea pe mediul sanguin: fi-hemolitic (provoacă hemoliza completă a eritrocitelor cu decolorarea și clarificarea mediului din jurul coloniilor), a-hemolitic (provoacă hemoliză incompletă cu formarea unei zone verzui în jurul coloniilor) datorită formării methemoglobinei) și nehemolitice (mediul din jurul coloniilor nu este modificat) Streptococii "verzi" formează mici colonii cenușii strălucitoare sau plictisitoare Streptococii non-hemolitici, de regulă, nu au semnificație clinică Pe fig prezintă reacţii hemolitice caracteristice streptococilor În frotiurile colorate din coloniile de streptococi, nu se remarcă aranjamentul tipic al cocilor sub formă de lanțuri Celulele sunt aranjate individual, în perechi sau în grupuri mici Într-un frotiu dintr-o cultură într-un mediu lichid, se găsesc lanțuri tipice de streptococi Coloniile suspecte sunt subcultivate pe agar-sânge sau mediu bulion pentru a acumula o cultură pură și a o identifica în continuare În cursul identificării, se iau în considerare caracteristicile culturale și morfologice ale culturii, se efectuează un test de catalază și se determină grupul, specia și serovarul de streptococ DE Orez Reacții hemolitice ale streptococilor pe agar cu sânge: zone extinse de p-hemoliză în jurul coloniilor de Streptococcus pyogenes (luminoase) și zone mici de a-hemoliză a streptococilor "verzi" (întunecate) Grupările de streptococi sunt clasificate prin prezența unui antigen polizaharidic, care este detectat folosind o reacție de precipitare cu seruri de grup (A, B, C etc ) Marea majoritate a streptococilor de grup A aparțin speciei pyogenes, astfel încât aceste denumiri sunt adesea folosite ca sinonime Pentru a determina rapid grupul de streptococi, se utilizează o reacție de aglutinare sau coaglutinare latex cu diagnostice "încărcate" cu anticorpi din serurile grupului corespunzător (reacția se realizează cu extracte antigenice din materialul de testat sau culturi în diferite etape ale cercetării bacteriologice) Majoritatea streptococilor semnificativi clinic aparțin grupului A În funcție de apartenența la unul sau altul grup Lancefield și de natura hemolizei, se efectuează teste pentru identificarea și diferențierea ulterioară a speciilor de streptococi Pentru identificarea [streptococilor -hemolitici, testul PYR (pentru pirolidonilamidopeptidază), testul CAMP (pentru proteina de hemoliză sinergică), testul Voges-Proskauer (pentru formarea acetoinei), sensibilitatea la antibioticul bacitracină ( , U, disc), halotoleranță (creștere în prezența a , % clorură de sodiu), hidroliza hipuratului de sodiu, fermentarea trehalozei, sorbitolului etc Pentru a identifica streptococi a-hemolitici, împreună cu testul C/SR (vezi mai jos), teste pentru se utilizează sensibilitatea la bilă, optochin, hidroliza esculinei etc (vezi subsecțiunile , ) ELISA și metodele de diagnostic genetic (hibridarea ADN-ADN) pot fi, de asemenea, utilizate pentru a identifica streptococii din grupele A și B Deși S pyogenes se distinge ușor prin structura lor antigenică și testul PUR pozitiv, ele pot fi confundate cu enterococii, pozitiv de asemenea la testul pirolidonilamidopeptidază Streptococii de grup B (S agalactiae) sunt în general pozitivi la testul CAMP, insensibili la bacitracină și hidrolizează hipuratul de sodiu Sensibilitatea streptococilor la antibiotice este în mare măsură previzibilă, cu toate acestea, există raportări de rezistență a unor tulpini, în special la peniciline, astfel încât sensibilitatea la medicamentele antimicrobiene este verificată în cultura izolată Studiu de sânge Hemoculturi în bulion de zahăr sau mediu special pentru izolarea hemoculturii stafilococice se efectuează la fel ca în bolile stafilococice În prezența streptococului, pe fundul flaconului apare un sediment de fund floculant Frotiurile prezintă lanțuri lungi de streptococi Microscopia vă permite să oferiți un răspuns preliminar despre prezența sau absența streptococului Pentru a izola o cultură pură și a determina natura hemolizei, subcultura se face pe o placă cu agar cu sânge O zi mai târziu (a treia zi de studiu) apar colonii mici tipice, înconjurate de o zonă de hemoliză Alte etape ale studiului sunt descrise mai sus Pentru diagnosticul scarlatinei, de regulă, testele de laborator nu sunt utilizate În unele cazuri, se seamănă descărcarea membranei mucoase a faringelui și se izolează streptococi din diferite serogrupuri testul catalazei Cultura pură cu un tampon de vată, tijă de lemn sau sticlă se introduce într-o picătură de soluție de peroxid de hidrogen %- % pe sticlă și se freacă într-o mișcare circulară În prezența catalazei, peroxidul se descompune cu formarea de bule de oxigen clar vizibile Streptococii nu au activitate de catalază PYR-mecm O buclă completă de cultură cu agar streptococ se adaugă la o cantitate mică de bulion cu , % £-piro-lidonil-P-naftilamină și se incubează la ° C timp de ore Dacă, după adăugarea a picătură dintr-un reactiv special, un se dezvoltă culoare roșie, aceasta indică hidroliza substratului (reacție pozitivă) Test CAMP S agalactiae produce o proteină extracelulară capabilă să intensifice liza eritrocitelor de către Staphylococcus P-lizina (o proteină a hemolizei sinergice) Pentru a-l determina, o cultură de test de streptococ și o cultură zilnică în bulion a unei tulpini standard N-hemolitice de Staphylococcus aureus sunt inoculate pe o placă de agar cu sânge cu lovituri perpendiculare Culturile de S agalactiae și S pyogenes sunt inoculate ca martori pozitivi, respectiv negativ (tot perpendicular pe dâra stafilococică) Mediul inoculat este incubat timp de ore la °C Cu un test SL L / R pozitiv la locul re- secțiune de stafilococ și S agalactiae, este vizibilă o zonă de hemoliză crescută sub forma unei "aripi de fluture" (vezi insertul color, Fig ) Studiu serologic Serodiagnosticul infecțiilor streptococice se efectuează la pacienții cu boli cronice curente tratați cu doze mari de antibiotice și medicamente sulfanilamide, i e când izolarea agentului patogen prin metode bacteriologice prezintă mari dificultăți, precum și în aprecierea activității procesului reumatic, identificarea microbilor Acesta prevede determinarea în sânge a anticorpilor streptococici specifici la toxine, în special la streptolizină O și hialuronidază Determinarea antistreptolizinei O se bazează pe capacitatea sa de a neutraliza activitatea hemolitică a streptolizinei O Pentru a face acest lucru, se fac diluții în serie ale serului pacientului și li se adaugă un preparat comercial de streptolizină O Amestecul se menține la ° C timp de minute, după care , ml suspensie de eritrocite de iepure Tuburile sunt plasate din nou într-un termostat timp de oră, apoi se iau în considerare rezultatele și se determină titrul reacției În serurile pereche luate în perioada acută a bolii cu un interval de - zile, există o creștere a titrurilor de anticorpi: la O-streptolizină până la sau mai mult, la hialuronidază - până la sau mai multe unități internaționale Trebuie remarcat faptul că anticorpii împotriva streptolizinei O nu se formează în formele pielii de infecție streptococică cauzată de streptococii de grup A infecție pneumococică Pneumococi (streptococi de pneumonie) - Streptococcus pei-topiae sunt agenții cauzatori ai pneumoniei lobare, pneumoniei focale și a altor boli oportuniste ale tractului respirator, ulcere corneene târâtoare, procese supurative la urechea medie, sinusul maxilar, precum și sepsis și meningită Studiul este supus spută, puroi, lichid cefalorahidian, sânge, organe ale cadavrului Microscopie Din materialul de testat se prepară două frotiuri (cu excepția sângelui), dintre care unul este colorat conform Gram, iar celălalt (pentru detectarea capsulelor) conform Burri, Burri-Gins sau Kozlovsky Agentul cauzal al infecției pneumococice în prepararea carcasei conform Burri este prezentat în Fig Pentru identificarea capsulei, microorganismele și o picătură de cerneală depusă pe suprafața sticlei sunt amestecate într-o mișcare circulară pentru a obține un frotiu normal Cerneala se diluează în prealabil în ICN în raport de : Frotiul se usucă la aer, nu se fixează și se colorează timp de - minute cu violet de formolgențian DIN ( ml de formol % și , g de violet de gențiană) La microscopie, pe un fundal negru-gri, sunt vizibile capsule nepătate, în care celulele lanceolate ale bacteriilor violete sunt situate în perechi Se mai pot utiliza și alți coloranți: soluție alcalină % de albastru de metilen, soluție apoasă , % de fuchsin (vezi insertul color, Fig ) Pe baza datelor de la microscopie, prezența agentului patogen este judecată provizoriu Date mai fiabile sunt obținute prin examen bacteriologic cercetare bacteriologică Pentru a izola o cultură pură, - ml de sânge sunt inoculați în bulion de ser ( parte ser + părți MPB, pH , - , ), în bulion de zahăr sau într-un mediu special cu sânge de cal defibrinat și extract de drojdie După - de ore de incubare, materialul este subcultivat pe agar sânge % într-un vas Lichidul cefalorahidian este centrifugat și peletul este plasat pe agar cu sânge Semănatul direct al materialului pe medii nutritive (sputa, puroi) nu dă de obicei un rezultat pozitiv, deoarece în prezența saprofitelor, în special a microorganismelor putrefactive, creșterea pneumococilor este suprimată Prin urmare, puroiul și sputa sunt pre-tratate (se selectează bulgări, se măcina într-un mortar de porțelan, adăugând ml de ICN) și se injectează intraperitoneal în șoareci albi pentru biotest Sunt foarte sensibili la pneumococ și mor din cauza septicemiei după - ore Se deschide cadavrul unui șoarece, se seamănă sânge din inimă, bucăți de organe interne și lichid peritoneal într-un vas cu agar cu sânge și într-o eprubetă cu zer bulion pentru crestere Coloniile de pneumococ seamănă cu coloniile de streptococ: mici, aproape plate, opace, cu un halou verde, rareori hemoliză completă Depresia în centrul coloniei este caracteristică Pe baza proprietăților morfologice și culturale, este dificil să se diferențieze pneumococii de streptococii "verzi" Pentru a face acest lucru, utilizați reacția de dizolvare a pneumococilor cu bilă: ml de cultură bulion este introdus într-o eprubetă sterilă și se adaugă , ml bilă bovină (deoxicolat) După - minute de incubare într-un termostat, are loc liza completă a pneumococilor, iar cultura de streptococ "verde" nu este lizată de bilă Pentru diferențierea cu alți streptococi, se folosește și un test cu inulină (pneumococul descompune inulina pentru a forma acid) și optochin (creșterea pneumococilor este inhibată în prezența acestuia) Identificarea finală a culturilor (în special izolate din cavitățile închise) se realizează în teste serologice care permit identificarea AG capsular pneumococic Infecție enterococică Enterococii pot provoca o varietate de infecții oportuniste: urologice, plagi, infecții postoperatorii, boli inflamatorii ale tractului intestinal, colecistită, pancreatită, septicemie, endocardită, otită medie, meningită, iar din punct de vedere al numărului de uroinfectii nosocomiale provocate, sunt al doilea numai la E coli, iar din punct de vedere al numărului de bacteriemii - doar stafilococ Dintre cei reprezentanți cunoscuți ai genului, speciile Enîerococcus faecalis și Enterococcus faecium au cea mai mare importanță clinică Diagnosticul infecției enterococice se bazează pe detectarea și cuantificarea agentului patogen din materialul patologic prin metode bacterioscopice și bacteriologice Materialele pentru cercetarea în diferite forme de infecție sunt sângele, urina, scurgerile plăgii, bucăți de țesut afectat, lichidul cefalorahidian etc Caracteristicile luării materialului sunt aceleași ca și pentru infecțiile streptococice Puteți trimite materialul la laborator în orice mediu de transport sau chiar pe un tampon uscat, dar este indicat să începeți studiul în cel mult ore de la preluarea materialului Microscopie Examinarea microscopică face posibilă presupunerea prezenței enterococilor în material la concentrația lor mare Frotiurile sunt preparate din material și colorate conform Gram Enterococii au celule gram-pozitive alungite (cocobacili) cu dimensiunea de până la µm, care sunt localizate separat, în perechi sau în lanțuri scurte În frotiurile din bulion de tioglicol, celulele arată oval Imaginea microscopică face posibilă suspectarea unei infecții enterococice, pentru confirmarea căreia este necesară izolarea și identificarea agentului patogen cercetare bacteriologică Pentru izolarea enterococilor se folosesc culturi pe agar sânge %, iar pentru materialele contaminate cu microfloră concomitentă, pe medii selective care conțin azidă de sodiu sau antibiotice (colistină, acid nalidixic, cefalexină, aztreonam) Pentru îmbogățirea materialului se folosește însămânțarea pe bulion de zahăr (MPB + , % glucoză) Culturile sunt incubate în aer la ° C timp de - ore Pe mediul de sânge, enterococii formează colonii mici sau mijlocii rotunjite alb-cenușiu, cu margine netedă, uneori cu o zonă de hemoliză P (E faecalis) sau os-hemoliza Pe un mediu lichid dați turbiditate difuză Frotiurile colorate cu Gram sunt preparate din colonii suspecte, iar dacă microorganismele sunt omogene, restul coloniei este subcultivat pentru a acumula o cultură pură pe sectorul de agar cu sânge * După incubare în aceleași condiții, se realizează identificarea finală și diferențierea culturii izolate cu microorganisme similare și se determină sensibilitatea acesteia la antibiotice În acest scop se determină mobilitatea în cultură, se pune un test de catalază (ca streptococii, nu au catalază), un test de rezistență la teluritul de potasiu, bilă, un conținut crescut de NaCl în mediu ( , %), hidroliza esculinei, testul PKĂ- etc În cadrul genului enterococi în raport cu manitol, sorboza și arginina sunt împărțite în grupe biochimice Speciile E faecalis și E faecium aparțin grupei II (formează acid din manitol, dar nu și sorboză și hidrolizează arginina) Spre deosebire de E faecalis, bacteriile din specia E faecium sunt sensibile la telurit, fermentează arabinoza, nu utilizează piruvat și pot fermenta rafinoza Până la % din tulpinile clinice de enterococi aparțin speciei E faecalis Identificarea enterococilor poate fi efectuată și prin structura antigenică: aceștia reacționează cu serul la streptococii de grup D conform Lancefield (sau latex diagnosticum "încărcat" cu anticorpii corespunzători) Testul bile-esculină este efectuat pentru a evalua capacitatea microorganismelor de a hidroliza esculina în prezența a % bilă Cultura se inoculează pe agar bile-esculină într-o cană sau eprubetă (pe partea teșită) și se incubează timp de - ore la °C Enterococii hidrolizează esculina la glucoză și esculetină, care reacționează cu citratul de fier, care face parte din mediu, rezultând formarea unui precipitat brun-negru Cu o reacție negativă, culoarea mediului nu se schimbă Având în vedere răspândirea tulpinilor nosocomiale de enterococi rezistenți la vancomicină și aminoglicozide, este necesar să se verifice sensibilitatea tulpinilor izolate la aceste și alte antibiotice Baghete și coci gram-negativi aerobi și microaerofile Infecție meningococică Infecția meningococică este cauzată de meningococi - Neisseria meningitidis (bacteriile din grupa a -a de patogenitate) Materialul pentru studiu este descărcarea nazofaringelui, lichidul cefalorahidian, sângele, răzuirea din elementele unei erupții hemoragice pe piele, material secțional Meningococii sunt foarte sensibili la fluctuațiile de temperatură, astfel încât materialul este semănat imediat pe medii nutritive sau imediat, fără a permite răcirea, sunt trimise la laborator, unde sunt ținute în termostat până la inoculare Membrana mucoasă detașabilă a părții nazale a faringelui este îndepărtată cu un tampon special în formă de cioc (curbat în unghi) Cea mai eficientă este inocularea imediată a mucusului nazofaringian pe medii nutritive dense, cu separarea atentă a celulelor bacteriene Dacă timpul de livrare la laborator depășește ore, tamponul se introduce într-o eprubetă cu ml mediu de îmbogățire (conține , % agar-agar, % ser și U/ml ristomicină) și se introduce într-un termostat la °C (după ce materialul de creștere a fost placat pe agar ser) Microscopie Examinarea microscopică a lichidului cefalorahidian și a sângelui face posibilă determinarea prezenței agentului patogen Dacă lichidul cefalorahidian arată ca puroi, atunci frotiurile sunt pregătite fără tratament prealabil; cu ușoară turbiditate, lichidul cefalorahidian este centrifugat și se fac frotiuri din sediment Ele sunt colorate conform Gram, o soluție apoasă de fucsin bazic și/sau albastru de metilen Cu colorația Gram, elementele formate ale lichidului cefalorahidian se pot modifica, ceea ce complică detectarea agentului patogen Meningococii au aspect de diplococi în formă de fasole, margini concave învecinate și situate în interiorul citoplasmei leucocitelor Se găsește adesea o capsulă sensibilă În meningococemie, meningococii pot fi uneori detectați pe frotiurile de sânge Pentru a face acest lucru, se prepară un preparat dintr-o picătură groasă și, fără fixare, se colorează timp de - minute cu o soluție apoasă de albastru de metilen, excesul de culoare este spălat cu apă de la robinet și preparatul este uscat în aer Pe fundalul albastru al medicamentului, sunt vizibile leucocite de culoare albastru închis, iar între ele există mulți coci mici, albastru închis, aranjați în ciorchini, în perechi sau câte unul Diagnosticarea expresă se bazează pe detectarea unui antigen specific în lichidul cefalorahidian sau în sângele unui pacient, efectuată folosind aglutinarea cu latex, ELISA, contra imunoelectroforeză cu antiseruri de precipitare de grup Aceste metode sunt de o importanță deosebită atunci când diagnosticul microscopic și culturile sunt ineficiente cercetare bacteriologică Meningococul crește pe medii nutritive speciale cu proteine native (bulion sau agar cu ser, lichid ascitic sau sânge) Pentru studiul materialului, contaminat din abundență cu normofloră (frotiuri din nazofaringe), se folosește însămânțarea pe medii dense selective cu antibiotice (ristomicină, vancomicina, colistina și nistatina) Lichidul cefalorahidian este cel mai bine semănat după centrifugare ( rpm timp de min) Semănați - picături din precipitatul obținut pe suprafața unui pi încălzit într-un vas și incubat la °C într-o atmosferă cu conținut ridicat de CO (folosește un incubator cu CO , pungi generatoare de gaz sau un desicator cu o lumânare aprinsă) Restul lichidului cefalorahidian este utilizat pentru RVIEF și alte metode de indicare a agentului patogen De regulă, concomitent cu inocularea directă, materialul este inoculat pe un mediu de îmbogățire (de exemplu, un mediu seric semi-lichid) urmat de replacare pe mediu solid pentru a izola o cultură pură În a -a - a -a zi de incubație, meningococii formează colonii mici, rotunde, convexe, transparente În frotiurile preparate din aceste colonii se găsesc diplococi și tetracoci polimorfi (imaginea este atât de variată încât dă impresia unei culturi mixte) Coloniile sunt subcultivate pe agar serum oblic Dacă nu există o creștere în culturile "directe" ale materialului, cultura este izolată din lichidul cefalorahidian, umplută cu agar semi-lichid (din mediul de îmbogățire) În a -a zi de studiu, pentru a identifica o cultură pură, se detectează activitatea oxidazei în aceasta și se inoculează pe medii cu carbohidrați (Tabelul ) Meningococii au oxidază, fermentează glucoza și maltoza cu formare de acid, lactoză, zaharoză și fructoză nu fermentează, nu formează polizaharide din zaharoză, nu cresc în prezența bilei de , % Pentru a detecta activitatea oxidazei, se aplică o cultură de meningococi cu o buclă pe o bucată de hârtie de filtru umezită cu o picătură de soluție % de paradietilfenilendiamină de acid clorhidric proaspăt preparată Culturile cu activitate oxidazică, în decurs de - s, provoacă mai întâi înroșirea, iar apoi înnegrirea hârtiei cu reactiv Pentru a determina capacitatea de a forma o polizaharidă, culturile de Neisseria sunt inoculate pe un mediu fără amidon cu zaharoză % și incubate la ° C timp de - de ore, după care se aplică o picătură de soluție de iod Lugol în creștere În cazul formării unei polizaharide, se dezvoltă imediat colorația maro-violet Pentru diferențierea meningococului și Neisseria nepatogene (Neisseria mucosa, Neisseria sicca etc ), capacitatea acestuia din urmă de a crește pe medii nutritive simple, precum și capacitatea de a forma colonii la temperatura camerei ( ° C), este folosit Pentru a detecta meningococul în sânge, - ml de sânge prelevat aseptic dintr-o venă se inoculează în flacoane cu ml bulion care conține , % agar-agar O zi mai târziu, cultura este reînsămânțată pe agar seric Izolarea și identificarea culturilor se efectuează în același mod ca și în studiul lichidului cefalorahidian Cultura izolată este tipizată în RA cu ser meningococic la serovarele A, B și C Serovarul de meningococ este determinat în scopul analizei epidemiologice ulterioare Tabelul Principalele proprietăți de diagnostic diferențial ale Neisseria Specie Creștere pe cerință de CO MPA Pigment galben Formarea acidului din zaharoză Formarea polizaharidei din zaharoză Nitrat reductază glucoză maltoză zaharoză fructoză lactoză N gonorrhoeae - + - + - - - - - - N meningitidis - + - + + - - - - - N subflava + - + + + +/- +/- - -/+• - N flava + - + - - - - - + - N mucoasa + - +/- + + + + - + + N sicca + - +/- + + + + - + - N lactamica + - + + + - - + - - Notă * N subflava biovar perflava sunt pozitive la acest test cho Studiu serologic Serodiagnostica este utilizată ca metodă auxiliară (în principal pentru analiza epidemiologică) Puneți RIGA cu eritrocite încărcate cu polizaharidă AG specifică grupului sau ELISA cu aceleași antigene Infecție gonococică Agentul cauzal al gonoreei sunt gonococii (Neisseria gonor-rhoeae) - asemănători morfologic cu meningococul (bacteriile din grupa a -a de patogenitate) Pentru diagnostic se folosesc metode microscopice, bacteriologice și serologice Microscopie Acest studiu este principala metodă de diagnosticare a gonoreei și blennoreei acute Material pentru cercetare: scurgeri din uretra, prostata, canal cervical, conjunctiva etc Materialul se preia din uretra astfel: deschiderea exterioara se sterge cu vata umezita cu CNI steril, se apasa un deget pe peretele posterior al uretra din interior spre exterior (la femei pentru a introduce degetul arătător în vagin) și stoarce o picătură de puroi Secretul glandei prostatei se obține prin masaj Descărcarea membranei mucoase a colului uterin este îndepărtată cu un tampon după introducerea oglinzii Cuzco în vagin Cu flare, secreția conjunctivei este îndepărtată cu o buclă Pregătiți cel puțin două frotiuri pe o lamă de sticlă Frotiurile sunt fixate într-un fluid de fixare și colorate cu o soluție alcalină de albastru de metilen și Gram La microscopie, gonococii arată ca diplococii gram-negativi în formă de fasole, localizați, ca și meningococii, în interiorul celulelor (granulocite neutrofile), precum și extracelular (vezi insertul color, Fig ) Colorația Gram permite diferențierea gonococilor de stafilococi și alte bacterii Pentru a obține un contur mai clar al gonococilor, frotiurile trebuie fixate cu dimetil sulfoxid (DMSO) DMSO se toarnă pe frotiu până se usucă complet, apoi se colorează În gonoreea cronică, în frotiuri se găsesc un număr mare de microorganisme asociate, iar morfologia agentului patogen se poate modifica: diplococii sunt observați cu celule de dimensiuni și forme diferite Cu un tratament inadecvat cu sulfonamide și antibiotice, apar modificări semnificative în forma și dimensiunea gonococilor: sferice mari, până la dimensiunea unui eritrocit sau forme mici asemănătoare prafului - £ Datorită faptului că în materialul de testat pot fi prezente și alte bacterii gram-negative similare gonococilor, se folosesc metode de indicare Deci, frotiurile sunt tratate cu fluoro cu anticorpi resanți împotriva gonococilor și cu microscopie fluorescentă se observă luminescența celulelor gonococice (RIF direct) Examenul bacterioscopic, în special în gonoreea cronică, tratată, precum și gonoreea la femei, nu dă întotdeauna un rezultat pozitiv, prin urmare, se folosesc alte metode de diagnosticare cercetare bacteriologică Se efectuează în cazurile în care gonococii nu sunt detectați în frotiuri sau găsesc forme atipice, modificate Un studiu cultural este necesar pentru a controla vindecarea, în diagnosticul unei boli la copii, pentru un examen medico-legal Datorită sensibilității deosebite a gonococului la răcire, materialul pentru cercetare nu este, dacă este posibil, transportat În plus, gonococul este foarte sensibil la multe substanțe antimicrobiene, prin urmare, cu - zile înainte de însămânțare, este necesar să se excludă utilizarea antisepticelor la pacienți și să se oprească terapia cu antibiotice În gonoreea cronică, înainte de studiu, pentru a crește probabilitatea de a detecta agentul patogen, se efectuează o provocare printr-o metodă biologică: o singură injecție intramusculară de gonovaccină la adulți în cantitate de de milioane de corpuri microbiene, copii peste ani - - de milioane de corpuri microbiene, copii peste ani - - de milioane de corpuri microbiene Copiii sub ani nu primesc gonovacin Provocarea poate fi și termică, mecanică și alimentară Semănatul se face imediat după preluarea materialului Pentru cultivarea gonococului, MPA (pH , ) este utilizat cu adăugarea de lichid ascitic (j / ) - agar ascitic Se mai folosesc medii cu următoarea compoziție, ml: Miercuri # MPA din carne de iepure sau inimi de bovine, pH , - , Hidrolizat de cazeină Autolizat de drojdie Ser de sânge de bovine Miercuri # MPA din carne de iepure, pH , Hemohidrolizat Autolizat de drojdie Ser de sânge de bovine Miercuri # MPA din carne de iepure, pH , Miercuri Autolizat de drojdie Ser de sânge de bovine Miercuri # MPA din carne de iepure, pH , Gălbenuș de pui Ser de sânge de bovine Pentru a suprima creșterea microflorei concomitente, se recomandă adăugarea de antibiotice în mediu: polimixină M ( UI/ml mediu), sulfat de ristomicină ( U/ml mediu) Dacă nu este posibilă începerea unui studiu bacteriologic la fața locului, pentru a păstra viabilitatea gonococilor, materialul după luare este plasat în medii de transport, depozitat la - ° C timp de cel mult de ore și apoi subcultivat pe mass-media de mai sus Culturile sunt cultivate la °C într-o atmosferă cu % CO Gonococul dă de obicei creștere după de ore sub formă de colonii mici asemănătoare rouă, incolore sau ușor gălbui Marginile coloniei sunt uniforme, suprafața este lucioasă și netedă O trăsătură caracteristică este autoliza timpurie a părții centrale a coloniilor Culturile pure izolate sunt identificate prin proprietăți morfologice, tinctoriale și biochimice Principalele proprietăți de diagnostic diferențial ale gonococilor sunt prezentate mai sus (vezi Tabelul ) În culturi izolate, se verifică sensibilitatea la medicamentele antimicrobiene, în primul rând peniciline Studiu serologic Serodiagnosticul se efectuează în gonoreea cronică, când pacientul nu are descărcare și nu este posibil să se efectueze un examen bacterioscopic sau bacteriologic În aceste cazuri, serul sanguin al pacientului este examinat în RSK sau RIGA cu un antigen gonococic standard PCR În prezent, au fost dezvoltate sisteme de testare pentru diagnosticul PCR al infecției gonococice, care sunt superioare ca sensibilitate și specificitate metodei de cultură, inclusiv atunci când se utilizează probe prelevate prin metode neinvazive (de exemplu, urină) În același timp, este posibilă detectarea genelor de rezistență la antibiotice în tulpinile de N gonorrhoeae Un test combinat (PCR multiplex) este introdus pe scară largă în practică pentru a detecta Neisseria gonorrhoeae, Chlamidia trachomatis și Trichomonas vaginalis Tularemie Agentul cauzal al tularemiei, o boală zoonotică acută care afectează aparatul limfatic, este Francisella tularensis (bacteriile din grupul de patogenitate) Pentru diagnosticul de laborator al acestei boli, se utilizează o metodă imunologică (serios agnostice și teste alergice), precum și metode de cercetare biologică și bacteriologică Testele alergice și diagnosticele serologice sunt efectuate în condiții obișnuite de spital și laboratoare microbiologice Detectarea și izolarea bacteriilor tularemie se realizează în laboratoare speciale La preluarea, trimiterea și lucrul cu material suspectat de a conține bacterii tularemie, se respectă aceleași precauții ca și pentru alte infecții deosebit de periculoase Studiu serologic În serul pacienților se determină aglutinine specifice, care apar din a -a până în a -a zi de boală Pentru a face acest lucru, au pus un RA desfășurat cu un diagnostic corpuscular de tularemie (bacterii ucise de formol) La Tabelul Schema de RA desfășurată pentru diagnosticul de tularemie Ingrediente și succesiunea operațiilor Numărul ingredientelor din eprubete, ml Control cu experiență seruri de diagnostic ICN, ml - , , , , - , Ser pacientului diluat : , ml , , - - - , - Prepararea diluțiilor în serie Diluția serului obținut : : : : : : - Tularemia diagnosticum, ml , , , , , - , Amestecare și incubare ( ore la °C + - ore la temperatura camerei) Diluția serului obținută Exemplu de contabilizare a reacției : + : + : : : : - Interpretarea rezultatului: reacția de aglutinare este pozitivă la un titru de : examinări de masă, RA accelerată se efectuează pe lame de sticlă (test de picături de sânge) RA extins Pentru RA avansată, în a - -a zi de boală, se prelevează - ml de sânge din vena cubitală a pacientului Serul rezultat este diluat secvenţial în ICN de la : la : (Tabelul ) În fiecare tub se adaugă , ml de tularemia diagnosticum cu , ml de ser diluat, rezultând diluții finale de ser (de la : la : ) Reacția este însoțită de controlul serului și al diagnosticului Tuburile se pun într-un termostat timp de ore Inițial, rezultatele reacției sunt luate în considerare după scoaterea eprubetelor din termostat, iar în final - după ce au fost ținute timp de - de ore la temperatura camerei Detectarea aglutininelor într-un titru de : și mai mult are valoare diagnostică Se recomandă testarea serurilor pereche (a doua oară la - zile după testul inițial) O creștere a titrului de anticorpi de sau mai multe ori are o valoare diagnostică ridicată Picătură de sânge RA Sângele de la vârful degetului sub formă de picătură groasă este aplicat pe o lamă de sticlă și se adaugă un volum egal de apă distilată pentru a induce hemoliza O picătură de tularemia diagnosticum este plasată lângă sânge, ambele picături sunt amestecate cu o baghetă de sticlă La pacienții cu tularemie în perioada seropozitivă (cu un titru de anticorpi de : și mai sus), aglutinarea are loc imediat Uneori, serurile de sânge ale pacienților cu tularemie reacţionează încrucişat cu bruceloza diagnosticum (datorită prezenţei antigenelor comune în bacteriile brucella şi tularemie) La persoanele care au suferit tularemie, aglutininele specifice sunt detectate în sânge pentru o lungă perioadă de timp Aceste caracteristici trebuie luate în considerare la interpretarea rezultatelor serodiagnosticului O metodă foarte sensibilă de diagnostic serologic al tularemiei este RIGA Poate fi pozitiv deja la sfârșitul primei - începutul celei de-a doua săptămâni a bolii Ca antigen se folosește tularemia erythrocyte diagnosticum (eritrocite de oaie "încărcate" cu antigen de tularemie) La pacienții cu tularemie, titrurile de anticorpi în această reacție pot fi de : - : și mai mari ELISA este, de asemenea, utilizat pentru a detecta anticorpi la Francisella tularensis Cercetări alergologice Testele alergice sunt utilizate pentru diagnosticarea precoce a tularemiei (din a -a zi de la debutul bolii, HRT se dezvoltă pentru un alergen de tularemie) Se folosesc două tipuri de tularină și, în consecință, două metode de administrare a acestora - dermică și intradermică Deoarece concentrațiile de alergen (bacteriile ucise de căldură) în cele două tipuri de tularină sunt diferite, este inacceptabil să se utilizeze un medicament în loc de celălalt Tularina intradermică se administrează în doză de , ml în pielea părții palmare a antebrațului (tratată anterior cu alcool) Rezultatele testului sunt luate în considerare în dinamică după - de ore prin examinarea și palparea locului de injectare Prezența unui infiltrat pronunțat și a hiperemiei cu un diametru de , cm sau mai mult este considerată o reacție pozitivă La unii pacienți se pot forma pustule și chiar necroza pielii la locul injectării, limfangite, limfadenită regională cu creșterea temperaturii corpului până la , - , ° C timp de - de ore picătură de tularină cutanată în zona scarificată a pielii, tratată anterior cu alcool Contabilitatea se efectuează așa cum este descris mai sus; o reacție este considerată pozitivă dacă zona de hiperemie și infiltrare este de , cm sau mai mult La persoanele care au fost vaccinate sau au avut tularemie de mai mulți ani, testele alergice pot rămâne pozitive (reacție anamnestică) Prin urmare, cercetarea imunologică are o serie de limitări Rezultate mai fiabile sunt obținute prin izolarea agentului cauzal al tularemiei Metode biologice și bacteriologice Materialul de cercetare de la pacienți, în funcție de forma clinică a tularemiei, poate fi sânge, bubo punctat, răzuire dintr-un ulcer, secreție conjunctivală, plăci în gât, spută etc , tantari), obiecte de mediu (apa, alimente, aer) Aproape niciodată nu este posibilă izolarea culturilor de agent patogen de la pacient prin inocularea directă a materialului pe mediu Mai de încredere este metoda biologică Materialul (dacă este posibil, luat înainte de începerea terapiei cu antibiotice) se administrează la - șoareci sau la cobai subcutanat, cutanat, intraperitoneal și/sau oral Animalele infectate sunt ținute în condiții speciale (ca în diagnosticul ciumei) Dacă animalele de experiment nu mor în - zile, acestea sunt sacrificate și cadavrele sunt deschise În prezența tularemiei, sunt detectate modificări patoanatomice: un proces productiv cu necroză, ganglioni limfatici măriți, splină, ficat, componenta hemoragică nu este exprimată Sângele, măduva osoasă, părți ale organelor interne și ganglionii limfatici ai cadavrului animalului sunt semănate prin frecare pe suprafața unuia dintre medii: gălbenuș, McCoy, agar glucosocistin cu sânge și antibiotice Mediul gălbenușului Mediul este format din trei părți de gălbenușuri de ou și două părți de ICN (pH , - , ) Se toarnă în eprubete sterile de ml și se rulează timp de de minute la °C A doua zi, mediul se încălzește timp de de minute la - °C Pentru a controla sterilitatea mediului plasat într-un termostat timp de zile După inoculare, tuburile sunt lăsate aproape în poziție orizontală pentru a fixa microorganismele pe suprafața mediului Pentru a preveni uscarea mediului, eprubetele sunt închise cu capace de cauciuc (prezența condensului este obligatorie) iar culturile se cultivă la °C În a - -a zi și, uneori, în a -a și mai târziu, apar colonii mici și fragede, a căror creștere seamănă cu pielea de șagre Agar glucocistină cu sânge La MPA topit se adaugă , - , % cistină și % glucoză (pH , - , ), se fierbe câteva minute, se răcește la - °C și se adaugă - % sânge de iepure defibrinat Pe un mediu glucoză-cistină, coloniile de bacterii tularemie sunt umede, de culoare alb-lăptoasă Agentul cauzal al tularemiei se înmulțește bine în sacul vitelin al unui embrion de pui de zile; crește slab în medii nutritive lichide Concomitent cu însămânțarea, frotiurile-amprente sunt pregătite din același material și colorate conform Romanovsky-Giemsa Agenții cauzali ai tularemiei sunt bacteriile mici ( , - , microni) cocoide și în formă de tijă În frotiurile din organe, acestea sunt localizate intracelular și sub formă de ciorchini, formând o capsulă delicată Ca diagnostic expres, agentul patogen este detectat în material prin metodele IF și ELISA Cultura pură izolată se identifică prin proprietăți morfologice, antigenice și biologice, se determină sensibilitatea acesteia la antibiotice Bacteriile patogene de tularemie proaspăt izolate sunt inactive din punct de vedere biochimic Ei pot fermenta glucoza, elibera hidrogen sulfurat și, odată cu cultivarea ulterioară, dobândesc capacitatea de a fermenta maltoza, manoza și alți carbohidrați Pentru identificarea culturii izolate, au pus RA cu ser aglutinant de tularemie și RIF cu ser luminiscent Virulența culturii este determinată de infectarea animalelor sensibile Pentru a izola o cultură de bacterii tularemie din apă, animalele sensibile sunt infectate cu sedimente obținute după centrifugare sau filtrare La examinarea produselor alimentare, acestea sunt spălate cu BCH, centrifugate, iar sedimentul este administrat animalelor În focarele enzootice, sunt efectuate studii sistematice planificate pentru a izola agentul cauzal al tularemiei de la rozătoare (conform metodei descrise mai sus) PCR Factorii de patogenitate ai F tularensis sunt insuficient studiați, prin urmare, secvența specifică speciei a genei ADN cromozomial (TUIA) este utilizată ca ținte pentru primeri Pentru a crește sensibilitatea și specificitatea metodei, se utilizează PCR multiplex Bruceloză Agenții cauzali ai brucelozei, o infecție zoonotică cronică, aparțin genului Brucella Pentru om, speciile patogene sunt: Brucella melitensis, Brucella abortus, Brucella suis și Brucella caniș (sunt clasificate ca bacterii din grupa a -a de patogenitate) Pentru diagnosticul brucelozei se folosesc metode imunologice (serodiagnostic și testare alergică), bacteriologică și biologică Diagnosticul serologic și testele alergice pentru diagnosticul brucelozei sunt efectuate în laboratoarele microbiologice convenționale O cultură pură de Brucella este izolată și identificată în laboratoarele de infecții deosebit de periculoase Studiu serologic Pentru serodiagnosticul brucelozei se pun RA cu serul pacientului (reacția Wright), RA accelerată pe sticlă (reacția Haddlson), test opsono-fagocitar, RSK și RIF Reacția Wright este stabilită la începutul celei de-a -a săptămâni de boală Ca diagnostic se folosește o suspensie de brucella ucisă la căldură și ucisă cu fenol, colorată cu violet de gențiană sau violet de metil Pentru reacția lui Wright și Heddleson, este produs un diagnostic de bruceloză cu o singură culoare care conține antigene a trei agenți patogeni Brucella pentru oameni Reacția Wright este pusă prin metoda "volumetrică" (vezi subsecțiunea ), dar serul este diluat în ICN care conține , % fenol Tuburile se pun într-un termostat timp de ore, apoi se lasă - ore la temperatura camerei Reacția este considerată pozitivă la un titru de : și îndoielnică la un titru de : Reacția Wright poate fi pozitivă la vaccinați și bolnavi, prin urmare, pe măsură ce boala se dezvoltă, se repetă, având în vedere creșterea titrului de anticorpi Testul de aglutinare Huddleson (Tabelul ), datorită înregistrării rapide și tehnicii simple de stadializare, este mai des folosit în focare Tabelul Schema reacției de aglutinare Huddleson Ingrediente Zonele farfurii și cantitatea de ingrediente, ml Experiență (număr pătrat) Control și antigen seric CNI - - - - , , Serul pacientului , , , , , - Brucella diagnosticum , , , , - , bruceloză (în teren) Placa de sticlă se împarte cu un creion de ceară în pătrate și se aplică serul de testare nediluat cu o micropipetă în cantități de , ; , ; , ; , și , ml, se adaugă același diagnostic ca pentru reacția Wright ( , ml la fiecare doză de ser), cu excepția ultimei (al -lea pătrat), în care se adaugă , ml de ICN (ser de control) În pătratul al -lea se află , ml de antigen și , ml de CNI (control diagnostic) Picăturile de ser și antigen se amestecă cu o baghetă de sticlă și după o scuturare ușoară a sticlei se iau în considerare rezultatele reacției, care se dezvoltă deja în primele minute sub forma apariției aglutinatului colorat cu granulație fină Absența aglutinarii în toate dozele de ser este apreciată ca reacție negativă, prezența aglutinarii în prima doză ( , ml ser) este îndoielnică, în a -a ( , ml) - slab pozitivă, în a -a sau a -a doză ( , - , ml) - pozitiv, în toate dozele - o reacție puternic pozitivă Dezavantajul testului de aglutinare Huddleson este rezultatul pozitiv observat adesea la persoanele sănătoase din cauza anticorpilor normali Prin urmare, cu seruri care au dat o reacție Huddleson pozitivă, RA trebuie pus în eprubete În formele acute, subacute și cronice de bruceloză, anticorpii din serul pacienților pot fi detectați folosind RIF, care este mai sensibil decât testul de aglutinare Cu ajutorul RIGA la pacienții cu bruceloză acută și subacută, aglutininele pot fi detectate în - % din cazuri Metoda ELISA are o valoare diagnostică ridicată în faza acută a brucelozei, ceea ce face posibilă detectarea anticorpilor antibruceloză din clasa IgM în serul pacienților Ele, spre deosebire de IgG, apar devreme după infecție Cu bruceloza, CSC este foarte specific Un rezultat pozitiv se înregistrează din a - -a zi a bolii și persistă mult timp Cercetări alergologice Testul alergic intradermic al lui Burne este utilizat pentru a detecta starea HRT la alergenii Brucella la pacienții și la cei care s-au vindecat de bruceloză Se pune din ziua - a bolii Se injectează intradermic , ml de brucelină în regiunea treimii medii a antebrațului (vezi subsecțiunea ) Reacția este considerată pozitivă dacă, după o zi, la locul injectării apar durere, hiperemie și infiltrație cutanată de o dimensiune medie de x cm (slab pozitiv - x cm în dimensiune, puternic pozitiv - x cm) O reacție alergică este pozitivă pentru mulți ani după boală și la persoanele vaccinate cercetare bacteriologică Pentru a izola o cultură pură de Brucella de la pacienți, sânge, măduvă osoasă punctată, urină, lapte, bucăți de organe În plus, sunt examinați fetușii avortați de animale, lichidul amniotic și zonele placentei, laptele, aerul și alte obiecte din mediu Datorită contagiozității ridicate a Brucella, atunci când lucrați cu materialul, este necesar să respectați cu strictețe regulile de lucru cu agenți patogeni ai infecțiilor deosebit de periculoase Hemoculturi pentru izolarea hemoculturii se efectuează în primele zile ale bolii în prezența febrei; cu rezultate negative, studiul se repetă de mai multe ori (bacteremia este observată mult timp - timp de an sau mai mult) Se prelevează aseptic cel puțin ml sânge din vena cubitală și se inoculează ml în sticle cu ml bulion de ficat sau ascitic (pH , - , ) sau BCH cu adaos de glucoză %, glicerol % și antifag ser (pentru a inactiva bacteriofagul brucelozei) O sticlă este plasată în condiții aerobe normale, cealaltă este plasată într-un vas închis ermetic care conține % dioxid de carbon sau un incubator cu CO Având în vedere creșterea lentă a Brucella, culturile sunt menținute la ° C timp de până la lună La fiecare până la zile, se efectuează screening-uri pe agar cu ficat oblic sau pe agar eritritol Pe medii lichide, Brucella crește cu formarea unei ușoare turbidități și a unui mic sediment mucos Pe medii solide, coloniile apar nu mai devreme de de ore: rotunde, cu diametrul de până la mm, alb-cenușiu, strălucitoare, transparente cu o tentă chihlimbar în lumină transmisă Când se formează colonii izolate pe un mediu solid, se obține o cultură pură și se determină tipul de Brucella (vezi mai jos) Măduva osoasă punctată pentru izolarea mieloculturii se seamănă pe același mediu S-a stabilit că mieloculturile în bruceloză pot fi obținute de , - ori mai des decât hemoculturi Urina pentru izolarea uroculturii se prelevează aseptic la sfârșitul perioadei febrile cu ajutorul unui cateter și se centrifugă Sedimentul este inoculat în plăci de agar hepatic care conțin violet gen-cian la o diluție de : pentru a suprima creșterea microflorei gram-pozitive Uroculturile pot fi izolate în - % din cazuri Se folosesc și alte medii selective Laptele animal (capră, oaie, vacă) este centrifugat și se inoculează , - , ml smântână în plăci de agar pe ficat care conțin violet de gențiană sau alt mediu selectiv Cea mai mare inoculare de Brucella se obține prin inocularea materialului de testat în gălbenușul unui ou proaspăt de găină sau în sacul vitelin al unui embrion de pui Sângele pacientului este diluat : cu bulion de citrat și injectat în mai multe ouă, câte , - , ml fiecare Ouăle sau embrionii de pui infectați sunt păstrați timp de zile la ° C, apoi , - , ml din conținutul sacului vitelin sunt transferați în medii nutritive solide și lichide Culturile sunt studiate la fiecare - zile Tabelul Caracteristici diferențiale ale speciilor și biovarurilor de Brucella patogenă Specie, biovar Cererea de CO Formarea de H S Creștere în prezența RA cu monoser anti-AG Liza fagilor Oxidare fuczin tio-nin A M RXXX (I L-Asparagină Acid glutamic L-Arabinoză D-Galactoză D-Riboză (I m o • =: X o L-Arginină L-Lizină : : B melitensis - - + - + - + - - + + + - - - + - + + - - - + + + - - - - - - - - + - + + + - - + + + - B abortus + + + - - + - - + + + + + + + - - - + + - - - + - - + + + + + + + - - - + + + + + + - - + + + + + + + - - - + + + + - - + - + + + + + + + - - - - - + - + - + - + + + + + + + - - - - - + - + + - - + + + + + + + - - - - + + - + + + - + + + + + + + - - - + - + - + - + - + + + + + + + - - - - + + - + - + - + + + + + + + - - - B suis - + - + + + - - - - - - + + + + + + - - - - + + - - - - + + + + + + + - - - + + + + - - - - - + - - + + + + - - + + + + + - - - - + - - + + + + B caniș - - - + + - - + - - - - - + + - + + Notă "-" - reacție negativă; "+" - reacție pozitivă La colorarea frotiurilor conform metodei Kozlovsky, brucella se colorează cu roz Colorarea după Kozlovsky Frotiul se fixează la flacără, se colorează cu o soluție apoasă % de safranină cu încălzire la flacără până la apariția vaporilor, se spală cu apă și se colorează timp de , - , minute cu o soluție apoasă % de albastru de metilen, se spală din nou cu apă si uscate Brucella nu fermentează carbohidrații, nu coagulează laptele și nu lichefiază gelatina Diferite tipuri de Brucella conțin antigene diferiți, prin urmare sunt identificați în RA cu seruri monospecifice împotriva antigenelor A, M, R Brucella se diferențiază și prin capacitatea de a crește în absența unei concentrații crescute de dioxid de carbon, eliberarea de hidrogen sulfurat, sensibilitatea la un anumit bacteriofag și efectul bacteriostatic al coloranților anilină (Tabelul ) Cercetare biologică Acest studiu se efectuează numai în laboratoare speciale Cele mai sensibile animale sunt cobai și șoarecii albi (prin orice metodă de infectare) Sângele pacienților este administrat animalelor pe cale intraperitoneală (cobai - ml, șoareci albi - , - , ml), sedimentul de urină și smântâna, centrifugate din lapte animal, se injectează subcutanat La - de zile după infectare, se prelevează sânge de la un cobai (sau șoarece) și se plasează RA Apoi animalele sunt sacrificate, deschise și se prelevează hemoculturi din inimă, suspensii din organele interne și ganglionii limfatici Identificarea agentului patogen se realizează așa cum este descris mai sus PCR Având în vedere complexitatea cultivării Brucella, utilizarea PCR permite, cu o creștere semnificativă a sensibilității metodei de detectare a agentului patogen, reducerea semnificativă a timpului de analiză Ca ținte pentru primeri, se utilizează o porțiune a genomului B abortus care codifică o proteină imunogenă ( C P ) sau un fragment de genă care codifică sinteza unei proteine membranare cu o masă de kDa Sensibilitatea metodei este de de celule per probă Sevă și melioidoză Melioidoza și morva sunt infecții zoonotice extrem de periculoase care apar sub formă de septicemie acută sau cronică sau septicopiemie, care afectează pielea, plămânii, ficatul, rinichii și alte organe și țesuturi Agenții cauzali ai morvei (Burkholderia maltei) și ai melioidozei (Burkholderia pseudomallei) aparțin bacteriilor din grupa a -a de patogenitate și sunt similare ca proprietăți cu Pseudomonas, căruia i-au fost atribuiți până de curând * Diagnosticul se bazează pe izolarea agentului patogen, biotestare și studii imunologice Materialul pentru studiu este sânge, urină, vărsături, fecale, spută, secreții purulente de ulcere, conținutul abceselor, secreția conjunctivei, nasului și nazofaringelui Preluarea materialului, transportarea lui la laborator și studierea acestuia se efectuează cu respectarea regimului adoptat la lucrul cu agenți patogeni de infecții deosebit de periculoase cercetare bacteriologică Materialul luat este semănat pe MPA, agar sânge, MPB cu - % glicerol Pentru a suprima creșterea microflorei concomitente, se folosesc medii selective care conțin coloranți - violet cristal ( : ), verde strălucitor ( : ) etc , precum și antibiotice (gentamicină, colistina etc ) Pentru a izola agentul cauzal al melioidozei, se poate folosi mediul MacConkey cu sau fără adaos de colistina Pentru a izola o hemocultură, se inoculează ml din sângele pacientului în ml de BCH Materialul de consistență solidă este zdrobit, suspendat în ICH și inoculat pe BCH cu glicerină După - de ore de incubare la °C, cultura crește sub forma unei turbidități uniforme a mediului și formarea Tabelul Caracteristici diferențiale ale unor Pseudomonas semnificative clinic și microorganisme strâns înrudite Tipul de microorganisme Semne Oxidază Cetrimidă (creștere) Creștere la °C Gaz din nitrat Mobilitate Gelatina Arginină Lizină Glucoză (k-ta) Lactoză (k-ta) Maltoză (k-ta) Xiloză (k-ta) Pseudomoncis aeruginosa + + - + - - - - - - - - Pseudomonas stutzeri - - V + - - - - - - - - Burkholderia mallei V - - - - - - - - - - - Burkholderia pseudomallei + - + + - - - - - - - - Burkholderia cepacia + V + - - - - - - - - - Stenotrophomonas maltophilia - - V - - - - - - V - V Comamonas acidovorans + - V - + - - - - - - - Notă "-" - reacție negativă; "+" - reacție pozitivă; Răspuns variabil "V" peliculă șifonată Pe MPA cu glicerină după de ore se formează mici colonii pliate cu o nuanță cremoasă, gri-alb sau colonii netede, mucoase Culturile de B pseudomallei emit un miros parfumat deosebit Identificarea culturii izolate se realizează pe baza studiului caracteristicilor fiziologice și biochimice și proprietăților antigenice (Tabelul ) Trăsăturile caracteristice ale agentului cauzator al morvei sunt necesitatea prezenței glicerolului pentru creștere, lipsa mobilității, capacitatea de a crește la ° C și de a lichefia gelatina, pentru agentul cauzator al melioidozei - bipolaritate atunci când este colorat prin metoda Gram și alți coloranți antilinii, hemoliza eritrocitelor de iepure pe agar sânge %, coagularea laptelui, oxidarea lactozei, maltozei, xilozei și a altor zaharuri Proprietățile antigenice ale agentului patogen sunt determinate în RA cu seruri specifice Cercetare biologică Infecția animalelor de experiment în scopul diagnosticării melioidozei și morvei este utilizată pe scară largă Cobaii sau hamsterii aurii sunt infectați prin diverse metode (subcutanat, intraperitoneal etc ) Odată cu introducerea materialului de testare pe membranele mucoase, se dezvoltă conjunctivita purulentă, rinita sau vaginita cu formarea de ulcere; ganglionii limfatici cresc și supurează, temperatura corpului crește; in ziua - apar convulsii si apare moartea Cu infecția subcutanată a animalului, la locul injectării se formează o umflătură, după - zile - necroză, un ulcer cu margini subminate; ganglionii limfatici cresc, devin densi, supurați, apar focare pielice în organe; animalul moare aproximativ în a -a zi după infectare La cobai masculi cu injectarea intraperitoneală a materialului de testat în a -a - a -a zi după infectare, apar peritonită și orhită (fenomen scrogpalnіy) Semănarea organelor animalelor moarte vă permite să izolați agentul cauzal al bolii Pentru diagnosticul accelerat al morvei și melioidozei, se utilizează RIF Frotiurile din material infecțios sunt tratate cu seruri fluorescente adecvate În prezența unui agent patogen în material, se observă o strălucire caracteristică Studiu serologic Serodiagnostica este de importanță auxiliară și se realizează cu ajutorul RSK, RA, RIGA RA dă adesea rezultate fals pozitive la pacienții cu mucă și chiar la persoanele sănătoase RIGA cu antigen melioid poate da rezultate pozitive în salmoneloză, bruceloză, tularemie Mai specific și mai sensibil este RSK Un rezultat pozitiv este observat deja la sfârșitul primei săptămâni de boală Titrul de diagnostic este de : Ar trebui luat în considerare faptul că RSK cu antigen melioid poate fi pozitiv la morva Cercetări alergologice Dacă se suspectează morva, se injectează strict intradermic pe interiorul antebrațului , ml de alergen din celulele B maltei - maleină (la diluție de : ) Se ia in considerare, ca si alte reactii de HRT, dupa - ore La pacienti reactia este pozitiva din a - -a saptamana de boala Alergenul melioid, whitmorin, are proprietăți dermatonecrotice pronunțate, astfel încât testul de alergie cutanată cu acest alergen nu și-a găsit aplicație largă în practica medicală Infecții cauzate de bordetella Genul Bordetella include Bordetella pertussis (agentul cauzator al tusei convulsive), Bordetella parapertussis (agentul cauzal al parapertussis), bacteriile din grupul al -lea de patogenitate și Bordetella bronchiseptica, care provoacă uneori procese inflamatorii acute în tractul respirator superior uman (adesea) o boală profesională) Datorită numărului mare de forme șterse și asemănării simptomelor acestor boli, metodele de cercetare de laborator au o importanță deosebită în diagnosticul clinic "Standardul de aur" în diagnostic este izolarea și identificarea agentului patogen cercetare bacteriologică În diagnosticul bacteriologic al tusei convulsive și al parapertussisului, sputa este cultivată folosind metoda "plăcilor de tuse" Pentru a face acest lucru, în momentul tusei se potrivește în fața gurii pacientului, la o distanță de - cm, un vas Petri deschis cu un mediu nutritiv (agar cartof-glicerol conform Borda, lapte-sânge sau cazeină-cărbune) agar) se pune si se pastreaza - socuri de tuse Cupa se inchide si se pune intr-un termostat la °C Dacă nu există tuse, evacuarea mucoasei din spatele faringelui este colectată cu un tampon coracoid prin gură sau cu un tampon prin pasajele nazale inferioare și semănată pe cupe cu mediul nutritiv de mai sus Când luați materialul, evitați să obțineți material (microfloră) pe tampon din membrana mucoasă a obrajilor, limbii, amigdalelor (se folosește o spatulă) De asemenea, trebuie avut în vedere că pe un tampon de bumbac uscat, bordetella moare rapid ca urmare a uscării și a acțiunii componentelor de vată care sunt toxice pentru ele Dacă nu este posibilă însămânțarea imediată a materialului, acesta se preia cu un tampon înmuiat în CNI Materialul este livrat la laborator cât mai curând posibil și inoculat pe medii selective în decurs de ore de la colectare La inoculare, materialul luat cu un tampon este bine triturat pe suprafața agarului (de la periferie până la centrul vasului) pentru a obține colonii bine izolate Acest studiu a fost efectuat de două ori dy Cea mai mare inoculare are loc in prima saptamana a bolii, apoi scade numarul de rezultate pozitive Agar cartofi-glicerol conform Borda Se fierb g de cartofi tăiați mărunt cu ml de glicerină %; se dizolvă g agar în ml clorură de sodiu , %; se adauga ml decoct la ml agar si se sterilizeaza În ajunul însămânțării, topiți și răciți mediul la ° C și adăugați - % sânge de iepure defibrat Pentru a suprima flora însoțitoare, se recomandă adăugarea a - de unități de penicilină în mediul preparat Frotiurile din material clinic sau colonii izolate pentru a indica agentul patogen pot fi tratate cu seruri luminiscente specifice (RIF direct) Răspunsul se obține în - ore Rezultate bune se obțin prin indicarea acizilor nucleici ai agenților cauzatori de tuse convulsivă și parapertussis folosind PCR În a - -a zi după însămânțare, pe agar apar colonii mici tipice de B pertussis - convexe, umede, strălucitoare, gri, asemănătoare cu picăturile de mercur Coloniile de parapertussis bordetella sunt ceva mai mari Frotiurile sunt făcute din colonii și colorate cu Gram Agentul cauzal al tusei convulsive are aspectul unor baghete Gram-negative ovoide mici Dacă rezultatul este pozitiv, resturile coloniilor se folosesc pentru RA pe sticlă cu seruri de pertussis și parapertussis, diluate : Apoi o cultură pură este izolată și identificată printr-un număr de caracteristici (Tabelul ) Tiparea agentului patogen se efectuează în RA pe sticlă cu ser de diagnostic cu factor (monoreceptor) Studiu serologic Serodiagnosticul se realizează cu rezultate negative ale altor studii Pentru a face acest lucru, începând cu a -a - a -a săptămână de boală, puteți examina serul de sânge în RSK sau RA În legătură cu vaccinările în masă, care duc la apariția de anticorpi specifici în sângele oamenilor sănătoși, este necesară investigarea serurilor pereche Creșterea titrului de anticorpi în dinamica bolii confirmă diagnosticul Antigenul din reacțiile serologice este o suspensie de culturi vii de Bordetella Ca control suplimentar, se recomandă utilizarea serurilor imune pentru pertussis și parapertussis în timpul reacțiilor O diluție a serului de : este considerată un titru de diagnostic la pacienții nevaccinati și anterior bolnavi Cel mai sensibil și convenabil pentru detectarea tusei convulsive este RIGA Pentru a evalua restructurarea imunologică a corpului copiilor vaccinați cu vaccin DTP, se efectuează o reacție de neutralizare a antigenului cu diagnostic de anticorpi eritrocitari pertussis Această reacție este mai sensibilă decât RA Tabelul Semne diagnostice diferențiale ale Bordetella Test Specii de microorganisme B pertussis B parapertussis B bronchiseptica B avium Momentul apariţiei coloniilor, zilele - - - - Dimensiunile coloniilor (în mm) ore după inoculare - - - - Creștere per MPA - + + + Schimbarea culorii mediului nutritiv - + - - Oxidaza + - + + Prezența ureazei - + + - Mobilitate - - + + Recuperarea nitraților în nitriți - - + - Utilizarea citratului - - + + Formarea pigmentului din tirozină - + - - Specie aglutinină Notă "-" - reacție negativă; "+" - reacție pozitivă În scopul diagnosticului serologic, poate fi utilizat și ELISA Această metodă permite diferențierea anticorpilor formați în perioada acută a bolii de cei post-vaccinare legioneloza Legioneloza este o boală infecțioasă sapronă transmisă cu aerosoli de apă și se caracterizează prin dezvoltarea pneumoniei specifice, afectarea altor organe și sisteme și mortalitate ridicată Agentul cauzal principal - Legionella pneumophila - aparține microorganismelor din grupa a -a de patogenitate Legioneloza poate fi cauzată și de alte tipuri de legionella (mai des Legionella micdadei, mai rar Legionella bozemanii sau Legionella dumoffli) Diagnosticul se bazează pe date clinice și epidemiologice și pe cercetări de laborator Principala metodă de diagnosticare Bastonul este bacteriologic (sensibilitatea sa este de %, specificitatea este de %) Pentru a confirma diagnosticul, se folosește și detectarea anticorpilor specifici în serul sanguin (serodiagnostic) Având în vedere evoluția severă a bolii și natura adesea masivă a incidenței, se folosesc diagnostice exprese Materialul de cercetare de la bolnavi este spută, aspirat bronho-pulmonar, bucăți din zonele afectate ale plămânilor, prelevate în timpul unei biopsii sau autopsie, ser sanguin, conform indicațiilor - urină Se recomandă efectuarea unui studiu privind izolarea agentului patogen imediat după administrarea materialului sau în termen de oră după acesta Microscopia materialului are o valoare diagnostică scăzută, totuși, detectarea baghetelor gram-negative polimorfe în preparatele colorate, cu date clinice și epidemiologice adecvate, face posibilă suspectarea legionelozei cercetare bacteriologică Biopsia și alte materiale sunt inoculate pe medii speciale (de exemplu, agar cu drojdie de cărbune cu L-cisteină și pirofosfat de fier, medii selective cu antibiotice, agar cu ciocolată etc ) Baza nutrițională a acestor medii este de obicei extract de drojdie și a-ceto glutarat Cărbunele activat este necesar pentru a lega produsele toxice formate în timpul creșterii culturilor și pentru a optimiza tensiunea superficială Pentru a conferi proprietăți selective, antibiotice (polimixină B, anisomicină și vancomicina sau cefomandol) sunt introduse de obicei în mediile pentru legionella, care inhibă creșterea bacteriilor gram-pozitive, ciupercilor și, respectiv, a bacteriilor gram-negative Este de dorit să se facă semănat simultan pe un mediu selectiv și neselectiv, deoarece tulpinile agentului patogen sunt sensibile la antibiotice Cupele însămânțate sunt incubate într-o atmosferă umedă timp de - zile la °C Prezența a - % CO în atmosferă stimulează creșterea legionelei Coloniile de Legionella cresc de obicei în a - -a zi pe medii dense Pe mediile neselective, acestea sunt mult mai mici decât pe cele selective, deoarece creșterea lor poate fi inhibată de microorganismele asociate, în special ciupercile de drojdie Coloniile sunt rotunjite, chiar, la microscop au o suprafață pete, în lumină oblică dau o strălucire roșu-albastru-verde; se caracterizează printr-o consistență lipicioasă ("întindere" pentru o buclă) La identificarea și diferențierea culturilor izolate se ține cont de proprietățile lor tinctorial-morfologice, antigenice și de altă natură Când colorați conform Gram, este mai bine să folosiți fuchsin în loc de safranină (în acest caz, bețișoarele subțiri roz pal sunt mai bine vizibile) Agenții cauzali ai legionelozei, de regulă, nu dau fluorescență atunci când sunt iradiați cu lumină ultravioletă cu undă lungă, mobil Spre deosebire de alți agenți patogeni de legioneloză, L pneumophila hidrolizează hipuratul de sodiu, iar L micdadei nu lichefiază gelatina și nu are un pigment maro Agenții patogeni diferă, de asemenea, în structura antigenică și compoziția acizilor grași Identificarea după structura antigenică se realizează mai des prin RIF direct cu seruri luminiscente policlonale Determinarea compoziției acizilor grași, precum și genoidentificarea, se efectuează numai în laboratoare specializate Metode de indicare a agentului patogen (diagnostic expres) Pentru detectarea rapidă a legionelei patogene pentru oameni în materialul de testat, se utilizează RIF direct (examinarea sputei), precum și ELISA, RIA și reacția de aglutinare a latexului (examen de urină) Sensibilitatea acestor metode este de - %, specificitatea este mai mare de % Rezultatele studiului sunt primite în câteva ore; dezavantajul este numărul limitat de serogrupuri de Legionella detectabile Pentru a detecta ADN-ul legionelei, au fost dezvoltate mai multe variante PCR pe baza amplificarii genei typ (codifică o proteină care induce macrofage de suprafață), a genei citolizinei și a unui număr de alți markeri Diagnosticarea PCR în două etape este cea mai utilizată: mai întâi, o determinare preliminară a legionelei cu primeri universali pentru familie (sensibilitatea este de - de celule per probă), apoi identificarea intraspecifică a L pneumophila este efectuată folosind primeri foarte specifici Utilizarea PCR face posibilă, de asemenea, detectarea legionelei în obiectele din mediu și studierea relațiilor acestora în diferite microbiocenoze Studiu serologic Pentru serodiagnostic, de regulă, se utilizează RIF indirect (în dinamică) În acest caz, celulele de legionella ale tulpinii de referință ucise prin încălzire sau formalină sunt utilizate ca antigen Sensibilitatea metodei este de - %, specificitatea este mai mare de % Această metodă este auxiliară datorită reacțiilor încrucișate și creșterii târzii a titrului de anticorpi Seroconversia este de obicei observată în decurs de săptămâni, dar până la % dintre seroconversii apar în decurs de - săptămâni Pentru a crește specificitatea reacției, serul de testat este adsorbit cu o suspensie de antigene cu reacție încrucișată Infecția cu Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa, este un agent patogen oportunist comun care provoacă o serie de infecții oportuniste Printre acestea: otita medie, supurația pielii și mucoaselor afectate (inclusiv arsuri, răni), infecții ale tractului urinar, meningită, meningoencefalită, enterită, pneumonie, bacteriemie (septicemie), endocardită, keratită, osteomielita, artrită În ciuda prezenței simptomelor patognomonice (sindromul ectyma gangrenosa etc ), metoda principală de confirmare a infecției este izolarea agentului patogen și determinarea sensibilității acestuia la agenții antimicrobieni Materialul pentru studiu este puroiul, secreția plăgii, urina, lichidul cefalorahidian, sângele, fecalele etc Se ia, dacă este posibil, înainte de începerea terapiei cu antibiotice sau în timpul unei pauze între efectele antimicrobiene, în conformitate cu regulile de asepsie, evitarea contaminării Dacă este imposibil să luați materialul direct din focarul de infecție, descărcarea din focar (urină, spută etc ) este supusă examinării cercetare bacteriologică În frotiurile din materialul de testat se găsesc tije gram-negative drepte, lungi de - mm, dispuse aleator, sau în lanțuri scurte, adesea în citoplasma fagocitelor (în formă deformată) În preparatele native, pseudomonadele sunt mobile Materialul este inoculat pentru a obține colonii izolate și izolarea unei culturi pure pe medii solide: MPA, agar sânge, mediu Endo sau Ploskirev, CPC-agar, mediu cu cetrimidă (un compus cuaternar de amoniu) După incubare timp de - ore la °C, se notează coloniile crescute caracteristice fiecărui mediu, materialul din acestea este examinat microscopic, iar restul coloniei este subcultivat pentru acumulare pe un MPA înclinat sau un mediu policarbohidrat, cum ar fi Agar lui Olkenitsky Pe MPA, de exemplu, Pseudomonas aeruginosa formează colonii de dimensiuni medii cu miros de violetă sau iasomie Până la % dintre culturi au o caracteristică importantă de diagnostic - ele secretă pigmentul solubil în apă piocianina, care colorează mediul nutritiv în culoarea albastru-verde (într-un mediu alcalin cu acces la oxigen), precum și material detașabil și de pansament Multe culturi posedă și un alt pigment, piovesdin (fluoresceină), care, atunci când este iradiat cu lumină ultravioletă, produce o strălucire galben-verde Acesta din urmă se găsește și în alte pseudomonade Mediul Olkenitsky și alte medii diferențiale cu glucoză în coloană nu se modifică în timpul creșterii Pseudomonas aeruginosa Cultura pură izolată este supusă identificării finale (vezi Tabelul ), se efectuează tiparea fagilor și se determină în mod necesar sensibilitatea la antibiotice Acesta din urmă este necesar, în special, pentru selecția individuală corectă a unui medicament etiotrop Determinarea oxidazei cu un reactiv cu % dimetilfenilendiamină și % a-naftol în etanol %, precum și catalaza activitatea folosind o soluție % de H O se desfășoară conform metodelor standard Testul de oxidare-fermentare a glucozei se efectuează în eprubete cu mediu Hugh-Leifson în coloane, dintre care una este umplută cu ulei de vaselină Eprubetele sunt păstrate într-un termostat la °C timp de patru zile cu rezultate zilnice O schimbare a culorii mediului deschis de la verde ierb la galben indică oxidarea glucozei (vezi insertul de culoare, Fig , a, b) Sub uleiul de vaselină, culoarea mediului nu se schimbă (Pseudomonas aeruginosa se referă la bacterii "nefermentante") Eliberarea gazului din azotat de potasiu se determină astfel: cultura este însămânțată în BCH care conține % azotat de potasiu și un flotor, turnat cu ulei de vaselină Culturile sunt incubate timp de de ore la °C Cu rezultat pozitiv, se notează turbiditate și formare de gaze, în controlul fără parafină lichidă - doar turbiditate Sensibilitatea la antibiotice a Pseudomonas aeruginosa este determinată strict în conformitate cu o metodă unificată Baghete Gram-negative anaerobe facultative Infecții cu Escherichia coli (escherichioză) Genul Escherichia include un număr mare de microorganisme care au o serie de proprietăți comune, dar diferă în proprietăți biochimice, antigenice și patogene Specia Escherichia coli, împreună cu Escherichia coli nepatogene (banală), include variante patogene: EHEC (Escherichia coli enterohemoragică) - agenții cauzatori ai escherichiozei enterohemoragice cu sindrom hemolitic-uremic, EIEC (boala entero-invazivă), ETCH (enterotoxigen) , care provoacă escherichioză asemănătoare holerei - așa-numita diaree a călătorilor, EPKD (enteropatogen) - agenți cauzali ai enteritei copilăriei și alți agenți cauzali ai infecțiilor intestinale, precum și escherichia uropatogenă - agenți cauzali ai infecțiilor tractului urinar Alte Escherichia, fiind conditionat patogena, pot provoca infectii oportuniste: pneumonie, supuratie de rani si carii, meningita, sepsis Pe lângă Escherichia coli, alți reprezentanți ai genului pot avea astfel de proprietăți: Escherichia hermanii, Escherichia vulneris Când se acumulează în alimente, Escherichia poate provoca toxiinfecții alimentare Datorită asemănării proprietăților morfologice și tinctoriale ale Escherichiei patogene și oportuniste cu alte entero bacterii, metoda microscopică nu este informativă și practic nu este folosită în diagnosticare Diagnosticul bolilor cauzate de Escherichia se bazează pe izolarea agentului patogen și determinarea apartenenței acestuia la un anumit grup patogen (pe baza structurii antigenice și pe identificarea factorilor de patogenitate și/sau a proprietăților patogene - toxine, adezine, invazine, precum şi determinanţii lor genetici) cercetare bacteriologică Materialul pentru studiu este fecalele, care sunt luate de la pacient de trei ori în prima zi de la debutul bolii cu un interval de - ore, precum și vărsături, spălări ale stomacului și intestinelor, sânge (cu sepsis), puroi (cu procese purulent-inflamatorii), secreție a membranei mucoase a faringelui, nas, urină, spută (cu pneumonie); din cadavre - conținutul intestinelor, sânge, bucăți de splină, plămâni și alte organe Dacă se suspectează toxiinfecții alimentare, sunt de asemenea examinate resturile de alimente, spălaturile din vase și mâinile însoțitorilor și medicamentele utilizate per os Pentru izolarea Escherichia se folosesc medii Endo și Plosky-Rev, iar pentru izolarea Escherichia coli : R (EGCP producând verotoxină - o citotoxină asemănătoare Shiga) - mediu McConkey cu sorbitol Culturile se fac cel mai bine la patul pacientului După - de ore de incubare la °C, se studiază natura coloniilor pe medii dense (vezi insertul color, Fig , a) "Serovariile patogene" Escherichia în ceea ce privește proprietățile culturale și capacitatea de a fermenta lactoza nu diferă de Escherichia banală care trăiește în intestinul uman (cu excepția EICP lactoză negativă) Prin urmare, apartenența microorganismelor izolate la grupele patogene este stabilită mai întâi prin structura antigenică folosind RA În același timp, orice colonii lactoză pozitive sunt notate pe mediu și sunt aglutinate pe sticlă cu un amestec de ser OT de "serogrupuri patogene" Amestecul este preparat în așa fel încât diluția finală a fiecărui ser să fie de : O RA negativă indică absența E coli patogenă Când sunt cultivate pe mediu MacConkey cu sorbitol, EHEC formează colonii incolore, spre deosebire de alte Escherichia, care fermentează acest carbohidrat și formează colonii roșii Coloniile suspecte (cu un rezultat pozitiv de RA - restul coloniei) sunt subcultivate pe un mediu combinat de policarbohidrat oblic (Russell, Kliger etc ) În a -a zi, modificările sunt luate în considerare asupra agarului combinat (vezi insertul color, Fig b) Fermentarea glucozei cu formarea de acid sau acid și gaz este detectată printr-o schimbare a culorii coloanei de agar (îngălbenirea mediului, încălcarea integrității acestuia), fermentarea lactozei (și a zaharozei) - prin îngălbenirea părții înclinate de mediu În absența fermentației carbohidraților, mediul poate Tabelul Diferențierea speciilor semnificative clinic de enterobacterii Vizualizați testul § S Roșu de metil Acetoină Citrat Hidrogen sulfurat Uree Fenilalanină Lizină Arginină Ornitină Mobilitate Gelatina Glucoză (gaz) Lactoză (k-ta) Zaharoză (k-ta) Manitol (k-ta) Dulcit (k-ta) Ramnoză (k-ta) Xiloză (la-ta) Patogen Escherichia coli + + - - - - - + - V + - + + V + V + + Shigella dysenteriae V + - V - Shigella flexneri V + - + Shigella boydii - + - + Shigella sonnei - + - + + - + - Salmonella* - + - + + - - + + + + - + - - + + + + Salmonella serovara Typhi - + - - + - - + - - + - - - - + - - + Salmonella serovar Paratyphi A - + - - - - - - - + + - + - - + + + - Yersinia enterocolitica V + - - - + - - - + - - - - + + - - + Yersinia pseudotuberculosis - + + - + - + + Yersinia pestis - u LJ S Ld S S S + Condițional patogen Citroba eterfreundii V + - + + V - - V - + - + + + + - + + Citrobacter koseri + + - + + V - - + + + - + VV + V + + Edwardsiella tarda + + - - + - - + - + + - + - - - - - - Enterobacter aerogenes - - + + - - - + - + + - + + + + - + + Enterobacter cloacae - - + + - V - - + + + - + + + + - + + Hafnia alvei - V + - - - - + - + + - + - - + - + + Klebsiella oxytoca + - + + - + - + - - - - + + + + V + + Klebsiella pneumoniae - - + + - + - + - - - - + + + + V + + Morganella morganii + + - - - + + - - + + - + - - - - - - Proteus mirabilis - + VV + + + - - + + + + - - - - - + Proteus vulgaris + + - - + + + - - - - + + + - + - - - + Proteus vulgaris + + - - + + + - - - + + + - + - - - + Providencia alcalifaciens + + - + - - + - - - + - + - - - - - - Providencia rettgeri + + - + - + + - - - + - - - - + - + - Providencia stuartii + + - + - V + - - - + - - - V - - - - Serratia marcescens - - + + - - - + - + + + V - + + - - - Notă "+" - rezultat pozitiv; "-" - rezultat negativ; "V" - rezultat variabil (după - zile la ° C); * majoritatea serovarilor se alcalinizează (datorită eliberării de amine în timpul descompunerii proteinelor) și capătă o culoare roșie În a -a zi de studiu se verifică puritatea culturii, se determină proprietățile fiziologice și biochimice de bază (cultura se inoculează pe medii Hiss și alte medii diferențiale); serotiparea culturii izolate se realizează prin fixarea unui RA aproximativ pe sticlă cu ser polivalent OK, iar apoi RA desfășurat cu ser de grup adsorbit pentru a determina (serogrup AG Semnele biochimice diferențiate ale Escherichia sunt prezentate mai jos (Tabelul ) Pentru tiparea după antigen AG, la un rând de eprubete se adaugă o suspensie dintr-o cultură vie (neîncălzită) cu diluții de diagnostic (ser AG), iar pentru determinarea ( -antigen), o suspensie încălzită (fiertă timp de - ore) se adaugă suspensie de bacterii într-un alt rând de eprubete Fierberea sau autoclavarea distruge antigenul AG localizat superficial, care interferează cu determinarea antigenului O După o zi de incubare la °C, tulpinile omoloage serului sunt aglutinate la un titru sau la jumătate de titru Cultura care a dat RA extinsă cu unul dintre seruri este însămânțată pe restul mediilor diferențiale pentru identificarea finală De mare valoare diagnostică este detectarea în culturi izolate (sau direct în materialul patologic) a factorilor de patogenitate: adezine, enterotoxine, citotoxine etc Pentru aceasta se folosesc uneori metode de diagnostic imuno- și genetic (RA, ELISA, RP în gel) , sonde ADN, PCR), precum și modele experimentale (infecția culturilor de țesuturi, animale de laborator) Adezivitatea și invazivitatea sunt determinate pe culturi de țesut Hep- sau HeLa (vezi subsecțiunile , ) Pentru a face acest lucru, cultura bulionului de bacterii în faza logaritmică este suspendată într-un mediu de cultură și într-o cantitate strict definită este introdusă în recipiente cu un monostrat de celule eucariote După ore de incubare la °C în prezența CO , celulele tisulare sunt spălate cu tampon fosfat, fixate și colorate (pentru a determina indicele de aderență) sau acoperite cu mediu de cultură proaspăt care conține gentamicina (pentru a ucide bacteriile extracelulare) și se continuă a incuba timp de oră, după care monostratul este spălat în mod repetat, celulele acestuia sunt fixate și colorate (pentru a determina indicele de invazivitate) Indicii sunt calculați ca număr mediu de celule microbiene care interacționează cu o celulă eucariotă (în acest caz, cel puțin de celule eucariote sunt studiate în preparat) Deoarece multe gene de patogenitate ale Escherichia se află în compoziția plasmidelor de virulență, pentru detectarea agenților patogeni Escherichia utilizează sonde ADN preparate din fragmente de restricție ale unor astfel de plasmide Coloniile de Escherichia sunt crescute pe suprafața filtrelor de nitroceluloză aplicate pe suprafața agarului nutritiv, sunt lizate și, folosind sonde ADN, secvențele de nucleotide care codifică sinteza factorilor de adeziune, invazia și/sau toxinele corespunzătoare din Escherichia patogenă sunt determinată în lizate (vezi subsecțiunea ) Pentru identificarea accelerată a agentului patogen din materialul de testat, se utilizează RIF direct sau indirect În acest caz, se obține un rezultat preliminar după - ore Pentru selecția rapidă a coloniilor suspecte (de exemplu, Escherichia coli O \ S : HI pe agar cu sorbitol), pe lângă serurile aglutinante, diagnosticul de latex acoperit cu anticorpi corespunzători sunt utilizate (testul de aglutinare cu latex) Pentru a identifica sursa de infecție și căile de infecție în tulpina izolată, se determină fagovar și colicinogenovar Studiu serologic Serodiagnostica este o metodă auxiliară și are ca scop detectarea (de exemplu, în ELISA) anticorpi de diferite clase la Escherichia și dinamica acestora: schimbarea anticorpilor specifici din clasa IgM la IgG indică un proces infecțios acut, în timp ce prezența numai IgG clasa de anticorpi din ser este caracteristică bacteriopurtătorului Detectarea anticorpilor în RA cu o cultură încălzită a autotulpinii ajută, de asemenea, la clarificarea diagnosticului de escherichioză, dar un rezultat pozitiv se obține neregulat Rezultatele studiului serurilor sunt importante în principal pentru analiza epidemiologică Astfel, diagnosticul escherichiozei se realizează în principal prin izolarea agentului patogen, identificarea și diferențierea acestuia cu escherichioza nepatogenă (după proprietăți antigenice și patogene) Salmonella tifoidă și infecții paratifoide Febra tifoidă și paratifoidul A și B sunt infecții antroponotice acute cauzate de salmonella și însoțite de bacteriemie, intoxicație și o leziune necrotică ulceroasă caracteristică a aparatului limfatic al intestinului subțire Genul Salmonella, conform datelor moderne, include două tipuri de Salmonella: Salmonella enterica (cu subspecii) și Salmonella bongori După structura antigenică, se disting peste de serovare de Salmonella, dintre care majoritatea aparțin subspeciei Salmonella enterica ssp enterica (așa-numita Salmonella din primul grup ADN, care include agenți patogeni ai bolilor tifoide și paratifoide și somonul Nellezov) Diferențierea lor este posibilă numai pe baza metodelor de laborator Agentul cauzal al febrei tifoide este Salmonella serovar Typhi {Salmonella enterica spp enterica ser typhi, cunoscută anterior ca Salmonella typhi), paratifoid A - Salmonella serovar Paratyphi A, paratifoid B - Salmonella serovar Paratyphi B Ele, ca majoritatea celorlalte Salmonella, sunt microorganisme necondiționat patogene și aparțin grupei a -a de patogenitate Alegerea materialului și a metodei de diagnostic microbiologic al acestor boli depinde de stadiul patogenezei În prima săptămână de boală, agentul patogen este izolat din sânge (hemocultură), de la sfârșitul săptămânii a doua și a treia - din urină (urinocultură) și fecale (coprocultura); este posibil să se studieze măduva osoasă (izolarea mieloculturii), scarificarea rozeolului (rozeolocultura), precum și (după indicații) lichidul cefalorahidian, conținutul duodenal, materialul secțional La convalescenți se examinează fecalele și bila (excreția biliculturii) Începând din a doua săptămână de boală se efectuează un studiu serologic cercetare bacteriologică Izolarea și identificarea agentului patogen este principala metodă de diagnosticare a bolilor tifoide și paratifoide Materialul pentru studiu este sânge, fecale, urină, bilă, separat de rozeola scarificată, iar în unele cazuri - punctată măduvă osoasă, lichid cefalorahidian, puroi din focare septice, țesuturi necrotice etc Cea mai timpurie și mai fiabilă metodă de diagnostic bacteriologic este izolarea agenților patogeni din sânge (hemocultura) Salmonella tifoidă și paratifoidă sunt conținute în sânge pe toată perioada febrilă și chiar în primele zile de temperatură normală (în special cu febra tifoidă vaccinată) În stadiile incipiente de la debutul bolii, intensitatea bacteriemiei este mai mare decât la sfârșitul perioadei febrile; prin urmare, sunt necesari ml de sânge pentru studiul la începutul bolii și - ml la începutul bolii o dată ulterioară Sângele este prelevat aseptic direct la patul pacientului în timpul creșterii temperaturii corpului și inoculat pentru acumularea de salmonella în bulion de bilă % sau mediu Rapoport Miercuri Rapoport Este un bulion de bilă % cu adaos de % manitol sau % glucoză, % indicator Andrede; se pune un flotor în flaconul cu mediul de captare a gazului; raportul dintre sânge și mediu ar trebui să fie de : Flacoanele însămânțate sunt incubate la ° C timp de - ore În timpul reproducerii salmonelei, ca urmare a descompunerii manitolului sau glucozei, pH-ul mediului se schimbă pe partea acidă și acesta devine roșu Apariția gazului în flotor indică faptul că Posibila prezență a Salmonelei "paratifoide", deoarece descompun acești carbohidrați în acid și gaz În a -a zi a studiului, materialul din mediul de acumulare este inoculat pe vase cu mediu solid (Ploskireva, Endo, MacConkey) pentru a izola o cultură pură Pe medii de diagnostic diferențial, după - de ore de incubație, se găsesc colonii incolore, deoarece Salmonella nu fermentează lactoza (vezi insertul color, Fig , b) După ce se ține cont de natura creșterii pe cupe, reînsămânțarea se face pe un mediu combinat de policarbohidrat În a -a zi se constată modificări ale mediului combinat: acidificarea mediului în coloana de agar indică fermentarea glucozei (în cazul formării de gaze apar și rupturi ale mediului), hidrogenul sulfurat este detectat prin înnegrirea mediul (vezi insertul de culoare, Fig , d) După verificarea purității, cultura este placată pe medii diferențiale pentru identificare și pe agar înclinat pentru serotipizare (vezi Tabelul ) În a -a zi a studiului, schimbările în mediile seriei "pestrițe", se iau în considerare rezultatele finale ale reacției de aglutinare și dau un răspuns În cursul serotipării, o RA aproximativă este plasată mai întâi pe un pahar cu ser polivalent ( -ser, iar apoi cu ser monoreceptor O- și //- Folosind schema Kaufman-White, ( -serogrupul și serovarul izolat) salmonella) se determină aglutinate ( -seruri din cauza prezenței I/'-antigenului în el Pentru distrugerea ei, cultura se ține minute în apă clocotită și se retestă cu aceleași ( -seruri) Pentru tiparea intraspecifică (pentru a determina sursa de infecție și căile de transmitere), se efectuează un test cu fagi Salmonella: cultura izolată este însămânțată cu gazon pe agar nutritiv într-o cutie Petri, unde apoi se face picătură de fagi tipici aplicat, uscat și incubat la ° C - ore Prezența lizei culturii ("pata sterilă" în peluza de creștere) face posibilă determinarea dacă tulpina izolată aparține unui anumit fag Coincidența fagovarelor în tulpinile acestei specii indică caracterul comun al originii lor Hemoculturile din mediul de acumulare sunt lăsate timp de câteva zile într-un termostat, deoarece în unele cazuri reproducerea agenților patogeni în mediul biliar are loc lent Transferurile pe agar oblic, mediul Olkenitsky și Endo sunt produse în a -a - a -a, a -a și a -a zi de incubație Un răspuns negativ este dat în a -a zi Trebuie remarcat faptul că Salmonella este uneori izolată din sângele purtătorilor de bacterii cronice cu o schimbare bruscă a stării imunoreactivității lor (helmintiază, tumori maligne etc ) Excrementele pentru cercetare se prelevează în eprubete sterile sau borcane care nu conțin urme de dezinfectanți, în cantitate de - g Fecalele se seamănă pe mediu Ploskirev, agar bismut sulfit, mediu Endo în cupe, precum și pe medii de acumulare (selenit, magneziu, tetrationat, Kaufman, Muller) urmate de incubare - ore la °C Dacă inocularea imediată nu este posibilă, fecalele sunt plasate într-un conservant de glicerol ( % glicerol în ICN steril), iar apoi materialul este trimis la laborator În a -a zi, se observă apariția coloniilor incolore (lactoză-negative) pe mediul Ploskirev, MacConkey sau Endo, precum și a coloniilor negre pe agar sulfit de bismut (Salmonella paratifoid A nu formează hidrogen sulfurat și, prin urmare, coloniile lor sunt verzi) După studierea morfologiei coloniei subcultivate pe mediu policarbohidrat În absența coloniilor tipice, materialul din mediul de îmbogățire este inoculat pe același mediu În a -a zi a studiului, o cultură pură a bacteriilor izolate este semănată în mediile din seria "pestriță" și o aproximativă, apoi se efectuează o RA detaliată Au pus reacții cu ser polivalent, cu seruri A, B, C, D, E, P și grupuri rare Dacă răspunsul este pozitiv, se determină grupul, precum și, folosind seruri mono-receptoare O și R, formula antigenică completă (serovar) a salmonelei În a -a zi de la începerea studiului, se iau în considerare modificările media din seria "pestriță", rezultatele RA și se dă un răspuns Astfel, identificarea coproculturii nu este diferită de identificarea hemoculturii Cei care s-au îmbolnăvit de tifos și paratifoid, precum și angajații instituțiilor pentru copii, ai sistemelor de alimentare cu apă și alimente, sunt testați pentru microbi Înainte de a lua fecale, li se dau să bea pe stomacul gol ml dintr-o soluție % de sulfat de magneziu sau de sodiu (laxative și agenți coleretici) Excrementele pentru cercetare sunt colectate nu mai devreme de - ore după administrarea unui laxativ, inoculate pe un mediu selectiv (de exemplu, agar Ploskirev) și simultan pe un mediu de acumulare, din care, după o incubare de ore la ° C, materialul este inoculat pe mediul lui Ploskirev (ca fecale de la pacienți) Cercetările ulterioare sunt efectuate în același mod ca mai sus Urina și sedimentul ei după centrifugare sunt semănate pe un mediu solid într-o cană (Endo, McConkey, etc ) și în medii de acumulare În prezența creșterii caracteristice, identificarea se efectuează după aceeași schemă ca și pentru hemo și coprocultura În același mod, se examinează conținutul duodenal, rozeolul de răzuit, materialul secțional Fagovarii de Salmonella izolați de la pacienți și purtători sunt luați în considerare la stabilirea sursei și a căilor de infecție în timpul investigației focarelor de boli tifoide și paratifoide Studiu serologic Pentru diagnosticul serologic al febrei tifoide și febrei paratifoide se folosește o RA extinsă (reacție Vidal) Anticorpii la agenții cauzatori ai febrei tifoide, paratifoidei A și B se găsesc în serul sanguin al pacienților din a -a până în a -a zi a bolii Pentru reacția Vidal, se iau - ml de sânge dintr-o venă (sau ml dintr-un deget, lobul urechii) Serul rezultat este diluat în serie (Tabelul ) în rânduri paralele de eprubete de la : la : și se adaugă OH- și ( -diagnosticums) în eprubete (în rânduri, respectiv): tifoid, paratifoid A și paratifoid B Pentru controlul antigenului, fiecare diagnostic în aceeași doză se adaugă la ml de CNI, iar pentru controlul serului se folosește serul la o diluție de : fără adăugarea de diagnosticum ( diagnostice, suspensii din culturile corespunzătoare sunt fierte sau tratate cu alcool; tratament cu formol Utilizarea ( -diagnosticums) vă permite să detectați ( -anticorpi care apar în sânge în a doua săptămână a bolii și dispar până la sfârșitul acesteia R-aglutininele, dimpotrivă, cresc până la sfârșitul bolii Titrul de anticorpi de diagnostic în reacția Vidal în neimunizați este de : , iar în absență Tabelul Schema reacției Vidal și succesiunea operațiilor Numărul ingredientelor din eprubete, ml Controale cu experiență seruri de diagnostic CI, ml Ser pacientului diluat : , ml , o o , , , , , Prepararea diluțiilor în serie Diluția rezultată a serului Diagnosticum, picături : : : : : : Agitarea și incubarea ( ore la °C + - ore la temperatura camerei) Exemplu de luare în considerare a reacției + + - - - - - Interpretarea rezultatului: Reacția Vidal este pozitivă la un titru de : tablou clinic tipic - : Deoarece dinamica creșterii titrurilor specifice de aglutinină se poate modifica cu o scădere a reactivității imune, o reacție Vidal negativă nu exclude boala tifoidă paratifoidă În prezent, din cauza prescrierii precoce a antibioticelor pentru tratament, există dificultăți în evaluarea rezultatelor RA, deoarece titrul de anticorpi la pacienți este scăzut (sub diagnostic) Identificarea anticorpilor I nu are valoare diagnostică, deoarece aceștia se găsesc la pacienții la sfârșitul bolii, precum și la cei care au fost bolnavi și vaccinați În unele cazuri ( -anticorpi pot fi detectați la persoanele vaccinate, de aceea este necesar să se studieze reacția Vidal în dinamică Pentru a detecta o creștere a titrului de anticorpi se examinează serurile luate la intervale de - zile Dacă sângele pacientului serul aglutinează două sau trei tipuri de diagnostice simultan, trebuie să se țină cont de titrul de aglutinare Alte metode sunt mai sensibile și adesea dau rezultate pozitive: RIGA cu grupa eritrocitară (A, B, C, D, E) și diagnosticul monoreceptor, precum și ELISA, care sunt puse cu seruri pereche în dinamica bolii Anticorpii la ( -antigeni sunt detectați începând cu a doua săptămână de boală, iar la antigenele P - într-o perioadă ulterioară Anticorpii P * se găsesc mai des în bacteriile purtătoare de febră tifoidă Salmonella (datorită faptului că I/' -antigenul contribuie la persistența pe termen lung a agentului patogen Pentru selecția preliminară a persoanelor suspectate de purtători de bacili tifoizi se utilizează RIGA cu un eritrocitar Pz diagnosticum (nu este importantă doar detectarea anticorpilor, ci și apartenența acestora la clasa IgG) Cercetarea apei Agenții cauzali ai febrei tifoide și febrei paratifoide sunt conținute în apă în cantități mici, prin urmare, pentru a le detecta, se folosesc metode care permit concentrarea celulelor microorganismelor, de exemplu, folosind filtre cu membrană Apa într-un volum de litri sau mai mult este trecută prin filtrele cu membrană nr sau nr Dacă apa conține o cantitate mare de particule în suspensie care îngreunează filtrarea, este trecută mai întâi printr-un filtru de nitroceluloză nr , care reține particulele grosiere Filtrele cu sedimente se scufundă în bulion de bilă sau se pun pe agar sulfit de bismut După - ore de incubare într-un termostat, se face transferul din bulionul de bilă în mediul lui Ploskirev Cercetările ulterioare sunt efectuate conform schemei de cercetare a scaunului După incubarea culturilor timp de zile, coloniile negre suspecte sunt selectate din agar bismut-sulfit și identificate la specii (serovar) Studiul apei pentru prezența fagului tifoid (paratifoid) este de obicei folosit în cazurile în care bacteriile nu pot fi detectate Apa uzată este trecută printr-un filtru bacterian Se adaugă - ml de filtrat de studiat într-o cutie Petri sterilă, se toarnă - ml de MPA răcit la °C și se amestecă bine După solidificarea agarului se semănează sectoarele de cultură de Salmonella tifoid, paratifoid A și B Prezența coloniilor negative confirmă prezența fagului corespunzător În studiul apei de băut, se seamănă într-o soluție concentrată de peptonă La ml de apă de testare se adaugă ml de peptonă și g de clorură de sodiu Culturile sunt incubate timp de o zi, apoi filtratul este examinat pentru prezența fagului salmoneloza Pe lângă agenții cauzatori ai bolilor tifoid-paratifoide (antroponoze), se știe că peste de serovarii de salmonella patogene pentru oameni provoacă gastroenterită acută, forme asemănătoare tifoidei și septicopemice ale bolii, numite salmoneloză (zooantroponoză) Principalii agenți cauzali ai salmonelozei sunt serovariile Salmonella Enteritidis, Typhimurium, Choleraesuis, Haifa, Heidelberg, Derby, Gallinarium etc (bacteriile din grupa a -a de patogenitate) Vărsăturile, lavajul gastric, bilă, urină, lichid cefalorahidian, punctate măduvei osoase, sângele sunt supuse cercetărilor de laborator (în primele ore ale bolii - pentru a izola hemoculturi, iar două săptămâni mai târziu, de obicei după recuperare - pentru a detecta anticorpi) Pentru a identifica purtătorii în rândul personalului întreprinderilor alimentare, instituțiilor pentru copii etc , fecalele sunt examinate după administrarea unui laxativ Din cadavru, se prelevează pentru examinare conținutul stomacului și intestinelor, sângele din inimă, bucăți de organe parenchimatoase și ganglionii limfatici mezenterici În modul alimentar de infectare, este necesar să se examineze resturile de alimente, produsele din care a fost preparată, spălaturile de pe mese, plăci de tăiat, din mâinile însoțitorilor și alți posibili factori de transmitere a infecției Materialul se colectează în borcane sterile, eprubete în următoarea cantitate: fecale și vărsături - - ml; apă de spălat - - ml; carne și produse din carne - mai multe bucăți cu o greutate de g; produse semi-lichide și lichide (smântână, lapte etc ) - - ml Ouăle sunt luate câte cinci, din șase locuri diferite din lotul studiat și, în primul rând, cele care au fost păstrate mai mult de zile Aceste materiale sunt trimise la laborator ambalate și sigilate Vărsături, resturi alimentare și alt partener Rial de consistență densă înainte de studiu este măcinat în mortare de porțelan și suspendat în ICH Suprafața cărnii, cârnaților, brânzei se sterilizează prin aplicarea unei spatule metalice înroșite, iar probele sunt tăiate din adâncime, apoi sunt puse într-un mortar de porțelan, măcinate cu nisip steril de sticlă și suspendate în CSI cercetare bacteriologică Materialul de testat se seamănă în plăci cu agar bismut-sulfit și în medii de acumulare (magneziu, selenit), din care, după - ore, se face reînsămânțare pe agar bismut-sulfit Inoculările sunt incubate la °C, în a doua zi sunt studiate, coloniile negre sunt selectate și subcultivate pe un mediu policarbohidrat (Olkenitsky sau similar) pentru acumularea și identificarea primară a unei culturi pure (vezi insertul color, Fig , d) În a -a zi de studiu, culturile pure izolate pentru identificarea finală sunt semănate în mediile din seria "pestriță" și RA se plasează cu seruri de Salmonella adsorbite (polivalente și grupa A, B, C, D, S) Dacă se obține un rezultat pozitiv cu unul dintre grupurile de seruri, RA se efectuează cu ser O adsorbit caracteristic acestui grup, iar apoi cu ser R monoreceptor (faze nespecifice și specifice) pentru a determina serogrupul și serovarul salmonelei (după schema Kaufman-White) În a -a zi de studiu, se iau în considerare modificările media din seria "pestriță" (vezi Tabelul ) Agenții cauzali ai salmonelozei, cum ar fi paratifoidul B Salmonella, nu fermentează lactoza și zaharoza, descompun glucoza, manitolul și maltoza cu formarea de acid și gaz, nu formează indol și (cu câteva excepții) emit hidrogen sulfurat (vezi culoarea) insert, Fig , G) Culturile de Salmonella pot fi izolate cel mai adesea din fecalele pacienților, ceva mai rar din vărsături și lavaj gastric și chiar mai rar din sânge, urină și bilă Rezultatele examinării bacteriologice ale diferitelor biosubstrate au valoare diagnostică diferită Izolarea Salmonelei din sânge, măduvă osoasă, lichid cefalorahidian, vărsături și lavaj gastric este o confirmare incontestabilă a diagnosticului Detectarea Salmonelei în fecale, urină, bilă poate fi asociată cu transportul bacterian Rolul etiologic al Salmonella în apariția bolii este confirmat de un studiu serologic și de date clinice și epidemiologice Cercetare biologică Agenții cauzali ai salmonelozei, spre deosebire de paratifoid B Salmonella, sunt patogeni pentru șoarecii albi Această caracteristică este folosită pentru a le diferenția În prima zi a studiului, odată cu însămânțarea materialului patologic și a produselor alimentare, se efectuează infecția orală a șoarecilor albi După - zile, șoarecii mor din cauza septicemiei Când este deschis tii dezvăluie o splină mărită brusc, uneori ficatul, iar culturile de sânge din inimă și material din organele interne fac posibilă izolarea culturilor de salmonella Studiu serologic Pentru diagnosticul serologic se pune RIGA cu salmonella polivalentă și diagnosticul de grup (grupele A, B, C, D, E) Pentru a detecta o creștere a titrului de anticorpi specifici se efectuează reacții cu seruri luate la intervale de - zile O creștere a titrului de anticorpi de patru sau mai multe ori are valoare diagnostică Dizenterie Dizenteria este o boală infecțioasă antroponotică cu o leziune predominantă a intestinului gros și intoxicație generală, cauzată de bacterii din genul Shigella, microorganisme din grupa a -a de patogenitate Materialul pentru izolarea agenților patogeni ai dizenteriei este fecalele pacienților, convalescenților, purtătorilor, mai rar - vărsături și spălări ale stomacului și intestinelor Shigella poate fi găsită în spălările de pe mâini, vase, diverse obiecte (jucării, clanțe etc ), în lapte și alte produse alimentare Rezultatele studiului microbiologic depind în mare măsură de corectitudinea prelevării Probele fecale (în primul rând impurități mucoase) dintr-un vas (oală) sau dintr-un tampon (buclă) direct din rect se încearcă să fie prelevate înainte de începerea terapiei etiotrope în vase fără urme de dezinfectanți Dacă nu este posibilă inocularea imediată pe medii diferențiale dense, materialul prelevat este imediat inoculat pe medii de îmbogățire, plasat într-un termostat sau depozitat într-un conservant de glicerol la rece până la trimiterea la laborator Datorită asemănării morfologice a Shigella cu alte enterobacterii, microscopia cu lumină nu este utilizată, principala metodă de diagnosticare este bacteriologică cercetare bacteriologică Fecalele sunt inoculate pe medii Ploskirev și Endo în cupe, precum și pentru acumulare pe mediu selenit (în raport de : ) Din mediul de acumulare, materialul se seamănă după - ore pe același mediu dens Culturile sunt plasate într-un termostat la ° C timp de - de ore În a doua zi se studiază natura coloniilor Coloniile incolore lactoză-negative pentru acumularea unei culturi pure sunt subcultivate pe un mediu de policarbohidrat (cum ar fi Olkenitsky, Kligler) sau agar oblic În a -a zi, se ia în considerare natura creșterii pe un mediu de policarbohidrat (vezi insertul color, Fig , ^ , Limfogranulomul veneric (VLR) С pneumoniae TWAR, AR, KA, CWL infecții respiratorii acute, pneumonie, ateromatoză, ateroscleroză C psittaci - Pneumonie, poliartrită, encefalită (în special zoonoze periculoase) Pentru diagnosticul infecției cu chlamydia se folosesc următoarele tipuri de studii Microscopie Studiul este simplu și accesibil, ceea ce are cea mai mare importanță în diagnosticul chlamidiei urogenitale Pentru o determinare aproximativă a chlamidiei în material, se pregătesc preparate pentru microscopie ușoară, pentru confirmarea și diferențierea agenților patogeni detectați, se utilizează RIF direct Deoarece cantitatea de agent patogen din material este adesea mică, este important ca în probă să intre cât mai multe celule posibil În acest scop, se examinează în principal răzuirea, și nu frotiurile din țesuturile afectate Pentru concentrarea celulelor, materialul este centrifugat și precipitatul este luat pentru prepararea micropreparatelor Prepararea micropreparatelor Se prepară un frotiu pe un pahar curat, fără grăsimi și se usucă la aer Preparatul rezultat se fixează cu alcool metilic, etilic absolut sau amestecul lui Nikiforov timp de minute sau cu acetonă anhidră răcită timp de - minute După fixare, frotiurile uscate sunt colorate cu un colorant Romanovsky-Giemsa proaspăt preparat timp de oră, apoi frotiul este spălat rapid cu etanol % pentru a îndepărta excesul de pată, uscat și microscopat folosind un sistem de imersie la o mărire de - x Colorarea după Machiavello Un frotiu pe o lamă de sticlă se fixează peste flacăra unui arzător timp de câteva secunde și apoi se colorează cu o soluție , % de fuchsin bazic timp de minute Apoi vopseaua este spălată sub jet de apă Medicamentul este plasat pentru câteva secunde într-o soluție de , % soluție de acid citric și apoi spălat în apă curentă Ultima etapă este colorarea suplimentară cu soluție de albastru de metilen % ( - s) Preparatul se spală cu apă, se usucă și la microscop Pentru microscopia fluorescentă se folosesc anticorpi monoclonali luminescenți la proteine externe sau LPS de chlamydia Utilizarea serurilor hiperimune luminiscente este mai puțin preferată datorită reacțiilor încrucișate cu S aureus și alte microorganisme Microscopia preparatelor colorate conform Romanovsky-Giemsa relevă corpuri elementare de chlamydia, care sunt formațiuni rotunjite mici ( , - , μm), vopsite în roz sau roșcat Sunt predominant extracelulari Corpii reticulari mai mari ( , - , µm) sunt colorați în diferite nuanțe de la albastru la albastru închis și sunt predominant intracelulari La examinarea microscopică, ele se găsesc sub formă de ciorchini în jurul nucleului celulei epiteliale sub forma unui "capac de jandarm" sau difuz Nucleii celulari au o nuanță cireș de intensitate diferită, iar citoplasma este colorată într-o culoare albastru pal Când se colorează conform metodei Machiavello, nucleii celulelor sunt colorați într-o culoare roz pal, citoplasma - în albastru pal Corpurile reticulare intracelulare ale chlamydiei sunt colorate în diferite nuanțe de albastru (de la deschis la întuneric) Corpurile elementare sunt de culoare roșiatică și pot fi găsite atât în interiorul, cât și în exteriorul celulelor (predominant) Semnificația diagnostică a metodei nu este foarte mare Microscopia cu fluorescență are avantajul unei specificități ridicate și poate fi utilizată pentru diagnosticarea rapidă a infecției cu chlamydia metoda culturala Datorită absenței creșterii patogenilor pe mediile nutritive, este necesar să se utilizeze sisteme vii pentru cultivarea acestuia (cum este cazul virușilor) Cultivarea agenților patogeni se realizează numai în laboratoare specializate, deoarece chlamydia (în special C psittaci) sunt periculoase în ceea ce privește infecția de laborator Pentru cultivare se folosesc culturi celulare continue (cele mai sensibile sunt celulele L- , He La, McCoy), în care chlamydia formează incluziuni citoplasmatice caracteristice Celulele sunt tratate cu citostatice (cicloheximidă) sau iradiate pentru a asigura o absorbție mai completă a ATP și a altor produși metabolici ai celulelor eucariote de către chlamydia Cultivarea agentului patogen se efectuează, de asemenea, în celulele epiteliale ale membranelor sacilor de gălbenuș, pui de - zile embrioni Semnele prezenței chlamidiei sunt moartea embrionului, formarea structurilor morfologice ale agentului patogen cu diferite grade de maturitate în celulele epiteliului (determinate prin frotiuri de amprentă colorată) și acumularea de particule antigenice în diferite titruri (determinate) în REF) Prezența unui antigen chlamidial specific genului în sistemele vii este detectată prin extracție cu alcool etilic, precipitare cu acetonă și stadializare ulterioară a RIF într-o versiune indirectă, RIGA, RSK Pentru a determina biovarul agentului patogen folosind soluția de iod Lugol, este detectată prezența glicogenului în incluziunile citoplasmatice (complexul polizaharidic chlamydia devine maro) Incluziunile formate de C psittaci nu conțin glicogen Patogenitatea chlamidiei izolate se determină pe animale de laborator Sunt utilizați șoareci din liniile CBA, CBA/t, C- BL , C H TO Infecția cu o suspensie de saci vitelin cu un agent patogen acumulat se efectuează intranazal, subcutanat și intravenos Identificarea tulpinilor se realizează folosind RIF sau ELISA încrucișat indirect folosind sisteme de testare de diagnostic și antigene special pregătite din tulpini de referință de chlamydia Metoda culturală de depistare și tipizare a chlamydia este considerată cea mai specifică și mai sensibilă Cu toate acestea, din cauza duratei și laboriozității, nu este utilizat pe scară largă în practica de laborator O metodă expresă de diagnosticare a chlamidiei poate fi considerată detectarea unui antigen de grup al agentului patogen în materialul clinic (urină, secreții genitale, material de răzuit) Pentru a detecta antigenele atât ale corpurilor elementare, cât și ale reticulare, se utilizează ELISA, dar mai des - RIF (variante directe și indirecte) Pe fig (inserție colorată) arată rezultatele RIF direct cu materialul de testat Când se utilizează anticorpi marcați cu fluorocrom, luminescența este măsurată folosind un dispozitiv - un fluorometru Pentru serodiagnostic folosind ELISA, RIF Deoarece titrurile de anticorpi la chlamydia sunt de obicei scăzute, se recomandă utilizarea metodei serului pereche Conform unei singure analize a serului sanguin, un diagnostic serologic de chlamydia se face numai atunci când este detectat un titru ridicat de anticorpi anti-chlamydia, atribuiți în principal IgA PCR Diagnosticul PCR a chlamydia se bazează pe detectarea diferitelor fragmente ale genomului chlamydia, de exemplu, fragmente ale plasmidei criptice C trachomatis Cu o sensibilitate ridicată a metodei, utilizarea PCR permite reducerea timpului de analiză și, în plus, face posibilă detectarea neviabile orice formă de chlamydia Posibilitățile de utilizare a PCR pentru analiza probelor de urină au fost studiate pe scară largă ca o metodă neinvazivă promițătoare pentru diagnosticarea infecției cu chlamydia Cele mai fiabile rezultate se obțin atunci când diagnosticul este confirmat prin două până la trei metode diferite (ELISA, PCR, metodă de cultură etc ) Trahomul Trahomul este o keratoconjunctivită infecțioasă cronică cauzată de anumite serovarii ale C trachomatis Materialul pentru cercetare este livrat cât mai curând posibil, dacă nu este posibil, se păstrează la frigider (până la de ore) sau congelat În plus, pentru a suprima microflora însoțitoare, se tratează cu antibiotice (cu excepția tetraciclinelor, macrolidelor și a altora active împotriva chlamidiei) După anestezie, ochii sunt îndepărtați cu un tampon de bumbac din conjunctivă, mucus, iar epiteliul conjunctivei este îndepărtat cu un bisturiu tocit Microscopie Pentru a detecta antigenele folosind RIF, preparatele de răzuire sunt fixate în acetonă rece timp de - minute și tratate cu anticorpi fluorescenți Atunci când microscopia fluorescentă a chlamydia trachom sunt incluziuni fluorescente în citoplasma celulelor conjunctivale Pentru microscopia ușoară se aplică răzuire pe lamele de sticlă, preparatele sunt fixate și colorate timp de - ore conform Romanovsky-Giemsa În cazurile pozitive, incluziuni asemănătoare cocilor se găsesc în celulele epiteliale de până la microni metoda culturala Datorită riscului ridicat de infecție, utilizarea metodei de cultură pentru diagnosticarea chlamidiei este limitată Se recomandă ca agentul cauzal al trahomului să fie cultivat în cultura de țesut sau în sacul vitelin al unui embrion de pui Culturile de celule sunt iradiate sau tratate cu un citostatic înainte de infectare Materialul este tratat cu antibiotice timp de câteva ore la + °C Se injectează , ml de material tratat în sacul vitelin al embrionilor de pui Microscopia frotiurilor de amprentă preparate din sacul vitelin al embrionilor morți relevă un număr mare de C trachomatis Studiu serologic Datorită faptului că trahomul este o infecție locală, metodele de diagnostic serologic au o importanță secundară Pentru a detecta anticorpi în serul pacienților cu trahom, pot fi utilizate RSK, RTGA, ELISA și RIF indirect Titrul seric (RIF indirect) este luat ca diluție maximă, la care strălucirea antigenului în corpurile elementare este vizibilă Chlamydia urogenitală și limfogranulomul veneric (limfogranulomatoză inghinală) Examinați secreția organelor genitale noi, punctate de ganglioni limfatici La diagnosticare, trebuie avut în vedere faptul că chlamydia poate fi în asociere cu alți agenți patogeni ai infecțiilor cu transmitere sexuală și chiar se poate multiplica în interiorul Trichomonas vaginalis Materialul din uretra si canalul cervical este preluat cu perii speciale sau linguri Volkmann si livrat la laborator intr-un mediu special de transport RIF, ELISA și PCR pot detecta prezența chlamidiei în materialul de testat Metoda bacterioscopică de depistare a chlamidiei "urogenitale" nu este foarte informativă, deoarece permite rareori detectarea chlamydiei în interiorul celulelor afectate metoda culturala Acest studiu este considerat în mod tradițional "standardul de aur" pentru diagnosticarea chlamidiei urogenitale Izolarea C trachomatis se realizează prin infectarea culturilor de țesuturi și a embrionilor de pui (în sacul vitelin) În prezența chlamidiei în materialul de testat, embrionii mor în a - -a zi după infectare Frotiurile de amprentă sunt pregătite din sacii de gălbenuș ai embrionilor de pui, care sunt fixați și colorați conform Romanovsky-Giemsa Chlamydia poate fi detectată și în sacul vitelin al embrionilor de pui sau în cultura celulară folosind RIF Studiu serologic Această metodă are valoare diagnostică numai pentru VLH În acest scop se folosesc RIGA și ELISA În diagnosticul VLH, se folosește și un test de alergie cutanată Boli cauzate de C pneumoniae Materialul pentru studiu sunt tampoane din faringe, nazofaringe, tampoane nazofaringiene, spută, lavaj bronhoalveolar Microscopie Pneumonia cu Chlamydia poate fi detectată în material folosind RIF (se folosesc anticorpi luminescenți de grup) sau prin microscopie a frotiurilor colorate conform Romanovsky-Giemsa Studiu serologic Serodiagnostica se bazează pe utilizarea ELISA în fază solidă și pe o reacție de microfluorescență mai sensibilă pentru a detecta anticorpi la C pneumoniae Reacția de microfluorescență vă permite, de asemenea, să determinați clasele de anticorpi anti-chlamydia Valoarea diagnostică a acestei reacții în pneumonia cauzată de C pneumoniae serovar TWAR, de exemplu, are: o creștere de patru ori a titrului de anticorpi în seruri pereche, un titru IgM de : sau mai mult sau un titru IgG de : sau Mai mult Ornitoza Ornitoza este o infecție zoonotică cauzată de C psittaci, asociată epidemic cu păsările și caracterizată prin afectare pulmonară, intoxicație generală Diagnosticul se bazează pe metode imunologice, deoarece izolarea agentului patogen, datorită contagiozității sale ridicate, poate fi efectuată numai în laboratoare speciale Studiu serologic RSK, RIGA se pun cu seruri de sânge pereche ale pacienților conform metodei obișnuite, folosind un antigen de ornitoză standard (ornitină) Valoarea diagnostică are o creștere de ori a titrului de anticorpi în serurile pereche RIF indirect și reacția de microimunofluorescență sunt, de asemenea, utilizate pentru a detecta anticorpi în serul pacientului Cercetări alergologice Un test intradermic cu alergeni specifici și standard de control este utilizat pentru diagnosticul precoce sau retrospectiv al bolii Acești alergeni sunt preparați din fluidul de cultură colectat din culturi de celule infectate cu C psittaci (alergen specific psitacoză) și culturi neinfectate (alergen martor) Medicamentele se administrează strict intradermic în doză de , ml: specific - pe dreapta, control - pe antebrațul stâng Rezultatele sunt luate în considerare după - ore Testul cu ornitină devine pozitiv din a - -a zi a bolii (la locul injectării alergenului apare un infiltrat de , până la , cm sau mai mult) Cercetare biologică Pentru a izola agentul patogen, se prelevează sânge de la pacient ( - ml în primele două săptămâni de boală), tampoane din nazofaringe, biopsie sau spută, iar la autopsie - zonele afectate ale plămânului, ficatului, splinei Materialul de testat este livrat congelat, tratat cu antibiotice, verificat pentru absența altor bacterii și se prepară suspensii Cu materialul de testat se infectează culturi celulare transplantate - L, Neia, HEp- etc Pentru izolarea agenților patogeni ai ornitozei se folosesc și embrioni de pui sau șoareci albi Eficiența infecției culturilor celulare crește odată cu utilizarea adsorbției forțate Pentru a face acest lucru, după aplicarea materialului de testat pe monostratul celular, culturile sunt centrifugate la - rpm timp de - min În plus, se recomandă utilizarea culturilor celulare iradiate anterior sau tratate cu citostatice După - de ore de cultivare, monostraturile celulare sunt colorate conform Romanovsky-Giemsa și anticorpi luminescenți (RIF) pentru detectarea și tiparea agentului patogen Microscopia relevă incluziuni citoplasmatice ale agentului patogen sub formă de formațiuni rotunjite, dând o strălucire caracteristică în ultraviolete Agentul cauzal al ornitozei poate fi cultivat și pe embrionii de pui atunci când sunt infectați în sacul vitelin, alantois cavitatea sau membrana corioalantoidiană Embrionii infectați sunt incubați la - °C timp de - zile După - treceri în frotiuri-amprente ale membranei alantoice și în lichidul alantoic se constată acumulări de agent patogen - corpuri elementare Pe suprafața membranei corioalantoice se formează plăci asemănătoare variolei Corpurile elementare se găsesc în frotiuri colorate conform Romanovsky-Giemsa și cu ajutorul RIF Șoarecii sunt injectați în creier cu , ml dintr-o suspensie a materialului de testat Trei pasaje sunt efectuate succesiv În cazurile pozitive, se prepară secțiuni histologice, frotiuri de amprentă din creier și colorate conform Romanovsky-Giemsa sau anticorpi luminescenți Agentul cauzal al ornitozei se găsește de obicei sub formă de acumulări de particule elementare în citoplasma celulelor sau extracelular În cazul infecției intranazale a șoarecilor albi, agentul cauzal al ornitozei provoacă boala și moartea animalelor din cauza pneumoniei în a - -a zi În frotiurile-amprente ale țesutului pulmonar, incluziunile citoplasmatice și particulele elementare sunt vizibile în celulele epiteliale ale alveolelor, bronhiolelor și în fagocite Iepurii, puii de cobai, șobolanii și hamsterii sirieni sunt, de asemenea, sensibili la ornitoza chlamydia Micoplasme Principalii agenți cauzali ai infecțiilor la om sunt microorganismele oportuniste din genurile Mycoplasma și Ureaplasma, familia Mycoplasmataceae, incluse în ordinul Mycoplasmatales, clasa Mollicutes, și anume Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealiticum M pneumoniae este un agent cauzal comun al infecțiilor respiratorii acute și pneumoniei (în special la tineri), precum și leziuni ale rinichilor și articulațiilor, celelalte două specii sunt agenții cauzali ai infecțiilor tractului urinar Semnificația clinică a altor specii (Mycoplasma genitalium, Mycoplasma fermentans) rămâne neclară În diagnosticul de laborator, se folosesc metode de indicare a agentului patogen (detecția hipertensiunii arteriale și/sau NK), metode de cercetare bacteriologică și serologică Metoda bacterioscopică, datorită polimorfismului agentului patogen, are o importanță secundară (indicativă) Materialele pentru cercetare, în funcție de forma infecției cu micoplasmă, sunt: spută, tampoane din faringe, tampoane din nazofaringe, specimene de biopsie de țesut pulmonar, lichid pleural, precum și urină, secreții uretrale și vaginale, mai rar lichid sinovial Microscopie Pregătirea și colorarea preparatelor se efectuează în același mod ca și în studiul pentru chlamydia La microscopie, micoplasmele și ureaplasmele sunt dezvăluite sub formă de structuri polimorfe de boabe, granule, cocobacterii Ele pot fi localizate pe suprafața celulelor epiteliale, a leucocitelor și, de asemenea, în spațiul extracelular Au fost dezvoltate metode de imunofluorescență care fac posibilă detectarea agentului patogen AG în spută și alte materiale de testare metoda bacteriologica Izolarea unei culturi pure de micoplasme este cel mai precis mod de a confirma diagnosticul Micoplasmele sunt clasificate ca bacterii pretențioase Pentru cultivarea lor, mediile nutritive sunt utilizate cu adaos de ser de cal (o sursă de colesterol) și extract de drojdie (o sursă de componente pentru sinteza acizilor nucleici) La creșterea în medii nutritive lichide, micoplasmele nu formează turbiditate, prin urmare, pentru a le detecta, în mediu sunt introduse substraturi diferențiate, fermentate selectiv de anumite tipuri de micoplasme (glucoză - pentru a detecta M pneumoniae și M genitalium, L-arginina) - pentru M hominis, uree pentru U urealiticum), iar indicatorul este roșu fenol sau albastru de bromtimol Pentru a conferi proprietăți selective, în compoziția mediului sunt introduse penicilină și alte antibiotice Astfel, pentru izolarea M pneumoniae și M hominis se folosește mediul SA , iar mediul este destinat inoculării primare a probelor clinice, precum și ca mediu de transport Pentru izolarea micoplasmelor uropatogene (M hominis și U urealiticum), sunt disponibile truse de mediu de cultură gata de însămânțat Micoplasmele cresc cel mai bine atunci când atmosfera conține % CO și % N? Culturile sunt incubate la X timp de - zile De obicei, creșterea U urealiticum apare după - zile, AL pneumoniae și AL hominis - după - zile (Fig ) Inoculările pe medii solide sunt văzute în a - -a zi de incubație și mai târziu la mărire mică ( - x): M, genitalium și AL hominis formează de obicei colonii mai mari ( , - , mm), decât C urealiticum ( , - , mm) ) O trăsătură distinctivă a CĂ urealiticum este Orez Colonii de L/srrymmya hominis pe un mediu solid (arata ca ochi de ou) capacitatea lor de a hidroliza ureea la amoniac este redusă din cauza prezenței ureazei în ele Culturile izolate sunt identificate folosind diverse modificări ale metodelor imunologice: reacție de inhibare a propagarii, reacție de inhibiție metabolică, RIF (modificare directă sau indirectă) Izolarea micoplasmelor pe culturi de țesuturi este metoda cea mai specifică, cu toate acestea, datorită utilizării mediilor nutritive complexe și costisitoare, durata studiului nu a găsit o aplicație practică largă Studiu serologic Având în vedere transportul pe scară largă a micoplasmelor, rezultatul unui studiu bacteriologic este confirmat de datele serologice Pentru diagnosticul serologic, au pus RSK, RIGA, ELISA folosind metoda serurilor pereche Diagnosticare expresă Metodele biologice moleculare sunt utilizate ca diagnostice exprese: detectarea acizilor nucleici patogeni în probele clinice prin PCR și metoda de hibridizare bazată pe sonde ADN A fost dezvoltată o PCR multiplex care face posibilă determinarea simultană a secvențelor de nucleotide ale M genitalium, U urealyticum și M hominis în probe clinice Cu toate acestea, datorită frecvenței ridicate a transportului, rezultatele obținute necesită confirmare prin metode de serodiagnostic Intoxicatii alimentare de natura bacteriana Când bacteriile oportuniste intră în produsele alimentare și se înmulțesc în ele, apar condiții pentru apariția toxiinfecțiilor alimentare de natură bacteriană Reproducerea microorganismelor și acumularea toxinelor acestora în produsul alimentar devine posibilă ca urmare a încălcării normelor de procurare a acestora, a procesului de fabricare a semifabricatelor sau a produselor finite, în cazul transportului, depozitării necorespunzătoare, depășirii termenele limită pentru vânzarea produselor Caracteristicile distinctive ale toxiinfecțiilor alimentare sunt: natura masivă ("explozivă") a bolii; perioadă scurtă de incubație ( - ore); debut acut și durata scurtă a bolii ( - zile); prezența în anamneză a produsului alimentar "obișnuit" bolnav; încetarea focarului de boli după retragerea produsului cauzator; absența așa-numitei "cozi" epidemice (un lanț de infecții succesive ale unei persoane de la o persoană); asemănarea tabloului clinic la pacienţi şi dependenţa severităţii acestuia de cantitatea de produs consumată Toxiinfecțiile alimentare cauzează: enterobacterii (reprezentanți ai genurilor Proteus, Morganella, Citrobacter, Klebsiella, Hafnia, Yersinia), vibrioni (Vibrio parahemolyticus, Aeromonas hydrophila, Plesiomonas shigelloides), bacili (Bacillus cereus), clostridii (Clostridium permonasading), aerugomonas), streptococi (Streptococcus pyogenes), etc Toxicoza alimentară este cauzată de: Clostridium botulinum (botulism), Staphylococcus aureus (intoxicație cu stafilococ) După tipul de toxiintoxicare alimentară pot apărea boli cauzate de anumite bacterii necondiționat patogene (Salmonella, Shigella, Yersinia, Escherichia, Vibrio cholerae etc ) Atunci când aceste bacterii sunt izolate dintr-un produs alimentar și/sau material clinic (secțional), în locul diagnosticului de intoxicație alimentară se face diagnosticul infecției corespunzătoare Trebuie avut în vedere faptul că anumite produse alimentare pot fi atât un substrat pentru reproducerea agenților patogeni ai toxiinfecțiilor alimentare, cât și un factor de transmitere a infecțiilor intestinale (Tabelul ) În diagnosticul microbiologic al toxiinfecțiilor alimentare trebuie luate în considerare datele clinice și epidemiologice Materialul pentru studiu este selectat de medic Sunt supuse studiului: vărsături, spălături gastrice, fecale, sânge, ser sanguin, urină, material secțional, resturile alimentare și componentele sale inițiale Dacă este necesar, personalul este examinat pentru transportul microbilor, sunt examinate tampoane din ustensile și echipamentele de catering Caracteristicile de diagnosticare sunt: cercetare obligatorie pentru a exclude rolul bacteriilor necondiționat patogene; cercetare simultană în mai multe domenii; determinarea numărului de microorganisme patogene condiționat din probe; efectuarea de studii repetate; detectarea în produsul alimentar și în culturi izolate a factorilor specifici de patogenitate enterotropică (enterotoxine etc ); evaluarea cuprinzătoare a rezultatelor cercetării (compararea rezultatelor cercetării produsului și materialelor de la oameni) luând în considerare datele clinice și epidemiologice Materialul pentru cercetare este preluat cât mai devreme posibil, în condiții aseptice (folosind instrumente sterile și vase închise ermetic) și trimis imediat la laborator, împiedicând reproducerea microorganismului în acesta Tabelul Testarea alimentelor pentru suspiciunea de intoxicație alimentară sau infecție alimentară Tip (tip) de produs alimentar Direcția de cercetare șuncă de S aureus și enterotoxinele lor Hamburgeri Escherichia coli O\ \H , Salmonella diferitelor serovari Carne de vită și produse, Salmonella din diferite serovari, C perfringens, care conțin carne de vită S aureus și enterotoxinele lor, E coli O\ EP, Campylobacterjejuni, Toxoplasma gondii, Taenia saginata Carne de porc C perfringens, S aureus și enterotoxinele lor, C jejuni, Y enterocolitica, T gondii, Taenia solum Corned Beef S aureus și enterotoxinele lor, Salmonella din diferite serovari Salmonella de pasăre de diferite serovari, C jejuni, și produse din acesta C perfringens, S aureus și enterotoxinele lor, Y enterocolitica Pește V parahaemolyticus, V cholerae, Aeromonas hydrophila, Plesiomonas shigelloides, histamina, Proteusspp , Morganellaspp , toxine de pește, Diphyllobothrium spp , Anisakis spp și alți paraziți de pești care infectează oamenii Ouă și ouă pro- Salmonella serovar Enteritidis și alte serovari canal de canale, Streptococcus pyogenes Maioneza pH, E coli O\ ' EP Pate B cereus, S aureus și enterotoxinele lor, variante patogene ale E coli Carne afumată, pește, Salmonella de diferite serovari, aureus și a acestora enterotoxine de pasăre, C botulinum și neurotoxinele lor Supe, tocane, jeleu B cereus, C perfringens C botulinum conservate (în primul rând de casă) și neurotoxinele lor, pH Mâncăruri orientale ȘI parahaemolyticus, V cereus, glutamat monosodic Crustacee V parahaemolyticus, V cholerae ( Moluște V parohaemolyticiis, V cholerae (( și non-( ), Vibrio vulnificus, A hydrophila, P shigelloides, toxine de crustacee, virusuri hepatitei A, Norfolk și altele asemenea) Continuarea tabelului Tip (tip) de produs alimentar Direcția de cercetare Moluște V parohaemolyticiis, V cholerae (Ol și non-Ol), Vibrio vulnificus, A hydrophila, P shigelloides, toxine de crustacee, virusuri hepatite A, Norfolk și altele asemenea Lapte crud (sau Salmonella de diferite serovari, C jejuni, pasteurizat, pentru - Listeria monocytogenes, S aureus și enterotok- murdar brut) blues, S pyogenes, Y enterocolitica Lapte fiert Salmonella de diferite serovari, S aureus și enterotoxinele lor Brânza S aureus și enterotoxinele lor, Brucella spp , Salmonella diferitelor serovari, variante patogene ale E coli, precum și pH, potențial redox Brânzeturi de soiuri moi La fel și G monocytogenes Produse de cofetărie Salmonella a diferitelor serovari, aureus și enterotoxinele acestora Produse cu cremă, S aureus și enterotoxinele lor, Salmonella creme de serovare personale, B cereus, pH, potenţial redox Cereale (cereale), produse din amidon de porumb B cereus, micotoxine Mazăre și alte leguminoase C perfringens, B cereus Fig B cereus Cartoful B cereus, C botulinum și neurotoxinele lor Fermentațiile S aureus și enterotoxinele lor C botulinum sărat sau marinat și neurotoxinele lor, Produse de baie ambalate în vid în atmosferă modificată L monocytogenes Salate din Shigella crudă de diferite specii și serovare, patogen- variante vegetale de E coli Salate care conțin S aureus și enterotoxinele lor, Salmonella proteine (cu adăugarea de serovare personale, Shigella de diferite specii cartofi, ouă, carne și serovari, S pyogenes, variante patogene păsări de curte sau E coli, pH, virusuri hepatite A, Norfolk pește) și altele asemenea Sfârșitul mesei Tip (tip) de produs alimentar Direcția de cercetare Fructe crude de Shigella de diferite specii și serovare, variante patogene ale E coli Pepeni galbeni Salmonella din diferite serovari, Shigella din diferite specii și serovare, variante patogene ale E coli Băuturi răcoritoare - Produse chimice (cupru, zinc, cadmiu, ki, sucuri de fructe, plumb, antimoniu, staniu), pH, oxidare concentrează (după expunerea în recipiente metalice sau automate) potenţial de recuperare nisme Documentul de însoțire indică, pe lângă informațiile uzuale, și date clinice și epidemiologice care pot ajuta la alegerea direcției de cercetare cercetare bacteriologică Izolarea, identificarea și enumerarea agenților patogeni de toxiintoxicare alimentară în materialul de testat este principala metodă de diagnosticare Pentru detectarea microorganismelor necondiționat patogene, materialul de testat nediluat este inoculat pe mediile nutritive adecvate acumulative și selective Pentru identificarea agenților patogeni oportuniști, se prepară diluții în serie ale materialului în apă peptonă , % sau ICN și se iau , ml din diluții de IO- - pentru inoculare pe medii solide (în funcție de gradul de contaminare așteptat) Materialele dense înainte de însămânțare sunt zdrobite în condiții aseptice cu adăugarea de ICN sau apă peptonă , % Pentru izolarea și identificarea bacteriilor sunt utilizate medii de cultură și teste adecvate (a se vedea secțiunile relevante ale acestui capitol) Numărul de bacterii detectate în materialul de testat este exprimat ca CFU/g sau CFU/ml Astfel, dacă de colonii de B cereus au crescut pe o placă cu mediu nutritiv după inocularea a , ml dintr-o diluție de ~ , contaminarea produsului este de , x IO CFU/g Pe lângă detectarea bacteriilor și gradul de contaminare a materialului cu acestea, în culturi izolate sunt detectați markeri epidemiologici (serovar, fagovar etc ) Astfel de markeri ajută la stabilirea identității culturilor izolate de la pacienți și din alimentele suspecte În unele cazuri, în culturi izolate sau direct în materialul studiat, se determină factorii de patogenitate a excitației Tabelul Criterii de diagnostic pentru descifrarea focarelor de toxiintoxicare alimentară cu simptome tipice Boală Criterii pentru confirmarea etiologiei unei boli sau a unui focar Gastroenterită cauzată de Bacillus cereus Gastroenterită cauzată de Vibrio parahemolyticus Enterită cauzată de Clostridium perfringens Enterită cauzată de Yersinia enterocolitica, fără legătură cu agenții cauzatori ai yersiniozei Izolarea din fecale a majorității microorganismelor bolnave (dar nu ale altor indivizi) B cereus serovar; izolarea de produsul suspectat de B cereus la o concentrație de cel puțin ІО CFU/g; detectarea enterotoxinei (în modelele de ansă intestinală de iepure ligat, reacție vasculară, imunodifuzie cu gel, hemaglutinare sau metode de aglutinare pasivă cu latex invers); detectarea enterotoxinei "vărsătoare" în testul culturii de țesuturi Hep- Izolarea din vărsături sau fecale a pacienților care au consumat produsul suspectat, V parahemolyticus, pozitiv la testul Kanagawa (produce hemolizină); izolarea din produsul suspectat de V parahemolyticus, pozitiv la testul Kanagawa, la o concentrație de cel puțin ІО CFU/g Detectarea a mai mult de ІО spori în g de fecale ale majorității pacienților în primele zile de boală; izolarea de majoritatea microorganismelor bolnave (dar nu și de alți indivizi) C perfringens a unui serovar; izolarea microorganismelor C perfringens a unui serovar de la bolnav și de la produsul suspectat; detectarea a cel puțin IO CFU de C perfringens în g de produs suspectat; detectarea enterotoxinei clostridiene în fecale (reacție de hemaglutinare pasivă inversă etc ) Izolarea de majoritatea microorganismelor bolnave (dar nu de la alți indivizi) Y enterocolitica a unui serovar; izolarea microorganismelor Y enterocolitica a unui serovar de la bolnav și de la produsul suspectat; detectarea a cel puțin CFU de Y enterocolitica la g de produs suspectat; detectarea enterotoxinei în produs și în culturi izolate (test pe șoareci care alăptează, reacție de hemaglutinare pasivă inversă etc ) I Sfârșitul mesei Boală Criterii pentru confirmarea etiologiei unei boli sau a unui focar Botulism Gastroenterita stafilococică Excreția Clostridium botulinum din fecalele pacienților care au consumat produsul suspectat; detectarea toxinei botulinice în ser, scaun sau alimente (biotest la șoareci); tablou clinic tipic la indivizii care au consumat același produs ca și pacienții cu un diagnostic confirmat de laborator (o importanță deosebită este utilizarea de către astfel de persoane a conservelor sau a peștelui uscat acasă, caviarului, carnea mamiferelor marine) Izolarea de vărsături sau fecale a pacienților care a consumat produsul suspectat, aureus unui fagovar (clonă); detectarea enterotoxinei unui serovar într-un produs alimentar și în culturi izolate ditelei (cel mai adesea enterotoxine) În acest scop, se folosesc diverse modele: infecția animalelor de laborator (neurotoxina botulină, enterotoxina stafilococică, toxinele B cereus, Yersinia etc ), infectarea culturilor de țesuturi (toxina "emetică" B cereus), teste in vitro (Kanagawa) test pentru detectarea hemolizinei V parahemolyticus) În plus, se folosesc metode imunologice de depistare a toxinelor (precipitare în gel, imunodifuzie, RONGA, reacție de aglutinare latex pasivă inversă etc ), precum și genoindicarea secvențelor de nucleotide specifice care codifică sinteza toxinelor Studiu serologic În unele cazuri, pentru a confirma rolul etiologic al bacteriilor izolate, se efectuează un studiu serologic retrospectiv Pentru a face acest lucru, de obicei pun o reacție de aglutinare cu un diagnosticum dintr-o cultură izolată și seruri pereche ale celor care au fost bolnavi (al doilea ser se ia în a - -a zi de la debutul bolii) Diagnosticul este confirmat de o creștere de ori a titrului de aglutinine În tabel oferă criterii pentru semnificația etiologică a agenților patogeni larg răspândiți ai intoxicațiilor alimentare bacteriene SECȚIUNEA II INFECȚII VIRALE CAPITOLUL METODE DE DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIC Trei abordări metodologice principale sunt utilizate în prezent pentru diagnosticul microbiologic al infecțiilor virale (enumerate mai jos) Diagnosticul virusologic se bazează pe izolarea virusului din materialul de testat și identificarea ulterioară a acestuia Diagnosticare serologică - determinarea modificărilor imunologice specifice în organism sub influența virusurilor (cel mai adesea, anticorpii antivirali sunt detectați în serul sanguin cu ajutorul diagnosticului) Diagnosticare biologică moleculară - detectarea fragmentelor de acid nucleic ale virusurilor patogenice în material clinic folosind sonde (hibridare NA) sau PCR Studiu virologic Lucrul cu culturi celulare După cum se știe, virușii sunt paraziți intracelulari genetici capabili să se reproducă numai în sistemele vii Prin urmare, prima etapă a diagnosticului virusologic este achiziția și pregătirea unuia dintre sistemele vii: culturi celulare, embrioni de pui sau animale sensibile de laborator Cea mai consumatoare de timp este munca cu culturi celulare, care ar trebui luată în considerare mai detaliat În practică, se folosesc culturi de celule primare, semitransplantabile (diploide) și transplantabile Culturi de celule primare Aceste culturi sunt obținute direct din țesut animal sau uman prin distrugerea substanței intercelulare de către enzimele proteolitice (tripsină, colagenază, prona) Celulele separate (dispersate) plasate într-un mediu nutritiv sunt capabile să se atașeze la suprafața vasului de cultură și să se înmulțească, formând așa-numitul monostrat - un strat gros de o celulă Folosind reactivi speciali (tripsină, versen), celulele pot fi îndepărtate de pe suprafața unui vas și transplantate în altul Această manipulare se numește pasaj Deoarece culturile primare sunt obținute din celule deja formate, foarte diferențiate, capacitatea lor de a se diviza și de a se înmulți este limitată Culturile primare nu suportă mai mult de - treceri Culturile de celule primare sunt preparate din orice țesut embrionar de animale și oameni, deoarece celulele embrionare au o capacitate crescută de a crește și de a se reproduce Mai des, culturile celulare sunt preparate dintr-un amestec de mai multe țesuturi, cum ar fi pielea, oasele și mușchii Așa se obțin fibroblaste embrionare umane (HEF) și pui (HF), celule renale umane (HRC) etc Pentru obținerea culturilor celulare se folosește țesut embrionar uman (în caz de întrerupere a sarcinii), precum și -embrioni de pui de zile Cultivarea celulelor se realizează în vase de sticlă sau plastic de diverse forme și dimensiuni, de preferință de unică folosință, cu respectarea strictă a asepsiei în toate etapele Prepararea suspensiei celulare Țesutul livrat la laborator este spălat din sânge, componente grase, detritus celular și alte impurități în soluția Hank sau tampon fosfat cu antibiotice, zdrobit cu foarfece și continuat să fie spălat până când soluția este complet transparentă Apoi se umple cu tripsină ( - ml soluție de tripsină la g de țesut) și se dispersează folosind un agitator magnetic sau pipetare Supernatantul care conține celule tripsinizate este aruncat și plasat într-un frigider la °C Tripsinizarea se repetă de mai multe ori Suspensia celulară este centrifugată la rpm timp de - min, resuspendată într-un mediu nutritiv și colorată cu fucsină, albastru de metilen sau alți coloranți, apoi se determină concentrația lor în camera Goryaev Suspensia celulară este diluată cu un mediu nutritiv la o concentrație de ( - ) - IO celule în ml, turnată în vase de cultură, închise ermetic cu dopuri de cauciuc și cultivată într-un termostat la - ° C timp de - ore (eprubetele sunt plasate la un unghi de °), după care sunt selectate culturi cu un monostrat bine format Trecerea culturilor celulare După aspirarea mediului nutritiv, o soluție de , % tripsină sau , % versenă încălzită la ° C este turnată în flacoane cu celule și plasată într-un termostat timp de - minute Apoi se îndepărtează versenul sau tripsina, se adaugă o cantitate mică de mediu nutritiv în vasul de cultură și, prin agitare puternică, celulele sunt suspendate în mediul nutritiv După aceea, numărați numărul celule, aduceți-le la concentrația necesară și turnați în fiole noi Culturi de celule transplantate (de trecere) Astfel de culturi sunt capabile să reziste la un număr nelimitat de treceri Ele provin din celule tumorale care și-au pierdut diferențierea și nu au restricții de creștere Culturi de celule transplantabile (stabile) au fost obținute dintr-o varietate de țesuturi umane normale și tumorale: amnios (L- , L- , FL), rinichi (Rh, PFC), carcinom cervical (HeLd), tumoră canceroasă a laringelui ( R£p- ), măduva osoasă a unui pacient cu cancer pulmonar (Detroit- ), rabdomiosarcom embrionar uman (RD), etc Celulele liniilor transplantate sunt păstrate înghețate în azot lichid, dacă este necesar, sunt dezghețate și utilizate pentru cercetare În plus față de metoda de cultură staționară cu pasaje regulate descrise mai sus pentru culturile primare, pentru majoritatea culturilor celulare continue, este posibil să se utilizeze metoda culturii în suspensie, în care celulele sunt suspendate într-un mediu lichid O modificare a acestei metode este cultivarea în flux, în care mediul nutritiv proaspăt este adăugat continuu într-un aparat special (fermentator sau cultivator cu role) și mediul uzat este îndepărtat Aceasta metoda permite in orice moment obtinerea unor cantitati semnificative de masa celulara pentru cultivarea virusurilor; se foloseste, de regula, in laboratoare mari sau in productia industriala de vaccinuri Culturi semitransplantabile (diploide) Ca urmare a mai multor pasaje succesive, se formează uneori așa-numita cultură diploidă - o populație de celule asemănătoare fibroblastelor care sunt capabile de reproducere rapidă, rezistă până la - de pasaje și păstrează setul original de cromozomi Celulele diploide umane sunt foarte sensibile la o serie de virusuri și sunt utilizate pe scară largă în virologie, ocupând o poziție intermediară între culturile de celule primare și continue Au fost obținute culturi de celule diploide umane (I - , MRC- , MRC- , IMR- etc ), precum și culturi de vacă, porc, oaie și miel Medii nutritive pentru culturi celulare Aceste medii conțin un set complet de aminoacizi, vitamine și factori de creștere Împreună cu mediile uscate și componente separate, sunt produse medii lichide gata preparate ( , Ac, hidrolizat de lactalbumină, medii uscate și concentrate), care sunt de obicei diluate în apă înainte de utilizare Mediile de cultură sunt împărțite în creștere și suport Mediile de creștere îmbogățite cu seruri animale și umane, cum ar fi serurile bovine, sunt folosite pentru a crește culturile celulare ser, ser fetal (embrionar) bovin etc Cantitatea de ser din mediul nutritiv este de obicei de - % și depinde de proprietățile culturii celulare și de compoziția mediului medii suport Sunt folosite pentru a păstra monostraturile crescute ale celulelor după infectarea cu viruși Aceste medii conțin mai puțin ser sau sunt adăugate la cultură fără el Antibioticele sunt adăugate în mediu înainte de utilizare pentru a preveni creșterea microorganismelor accidentale Mediile de cultură sunt sterilizate, iar în prezența componentelor instabile, acestea sunt filtrate Valorile optime ale pH-ului mediilor nutritive ( , - , ) sunt menținute cu ajutorul sistemelor tampon (tamponul bicarbonat este cel mai des utilizat) Indicatorul roșu fenol este adăugat în mediu, care devine galben-portocaliu la acidificare și zmeură la alcalinizarea mediului Odată ce sistemele de cultură a virusului vii sunt pregătite, următorii pași sunt aceiași, indiferent de tipul de virus Pe parcursul prezentării vor fi luate în considerare diferențele posibile asociate cu diferite metode de cultivare, detectare și identificare a virusurilor Colectarea si pregatirea materialului pentru diagnosticul virusologic Pentru diagnosticarea rapidă și izolarea virușilor, este important să luați materialul de la pacient cât mai devreme posibil Examinați conținutul de vezicule, pustule, răzuire ale epiteliului, lichid cefalorahidian, fecale, frotiuri și tampoane din tractul respirator superior Trebuie luate probe pentru cercetare, respectând regulile de asepsie, pentru a preveni introducerea microflorei străine și pentru a nu vă infecta Păstrați probele umede la rece și expediați-le în recipiente cu gheață carbonică Dacă probele nu sunt utilizate imediat, acestea trebuie congelate, de preferință la - °C Materiale precum tampoanele nazofaringiene și răzuirea pielii sunt scufundate într-un mediu stabilizator (CNI neutru cu proteine și antibiotice) De asemenea, puteți utiliza medii nutritive sau soluție Hank cu adăugarea de % ser bovin inactivat și antibiotice (pentru a suprima microflora asociată) Infecția sistemelor vii cu material care conține viruși Culturi celulare Pentru a izola virusul, se iau eprubete cu un monostrat format, mediul nutritiv este drenat, iar celulele sunt spălate de mai multe ori cu soluție Hank pentru a elimina sam anticorpi de poartă și inhibitori În fiecare tub se adaugă , - , ml de material special pregătit pentru cercetarea virusologică Se folosesc cel puțin două eprubete pentru o probă După - de minute de la infecție, ml de mediu suport este adăugat în eprubete și plasat într-un termostat la ° C Pentru ca materialul de testat (fecale, etc ) să nu aibă un efect toxic asupra monostratului celular, acesta se diluează în prealabil în ml de mediu nutritiv, iar după contactul cu cultura celulară timp de - de minute, este îndepărtat, înlocuindu-l cu un mediu de sprijin Embrioni de pui Virusurile sunt cultivate pe embrioni de pui de - zile Materialul este injectat cu o seringă în membrana corionallantoică (CAO), în sacul vitelin, în cavitățile amniotice și alantoidei (Fig ) Pentru infecția în CAO, învelișul se tratează cu iod și alcool, străpuns peste sacul aerian, iar pe lateral, în locul celor mai ramificate vase, se face o gaură de x mm Fără a deteriora coaja de sub coajă, un ac scurt și subțire V A b G Orez Modalități de infectare a unui embrion de pui: a - în cavitatea amnionului; b - pe membrana corioalantoidiană; c - în cavitatea alantoidei; g - în sacul vitelin Pe CAO se aplică , - , ml de material care conține virusuri Zonele deteriorate ale cochiliei sunt umplute cu parafină sterilă sau colodion Embrionii sunt plasați într-un termostat, depunând ouăle pe orizontală Pentru infecție, materialul de testat este injectat în cavitatea alantoidei (vezi Fig , c) prin orificiul lateral din înveliș la o adâncime de - mm Materialul care conține virus este introdus în cavitatea amnionică (vezi Fig , a) prin orificiul de la capătul contonat al oului, acul trebuie îndreptat spre corpul embrionului În acest caz, este asigurată pătrunderea virusului în diferite organe și țesuturi ale embrionului Locurile de injectare sunt umplute cu parafină sau colodion animale de experiment Animalele experimentale în virologie sunt utilizate în următoarele scopuri: diagnosticarea infecțiilor virale (izolarea, acumularea, tiparea și titrarea virusurilor); obținerea serurilor imune antivirale și a ingredientelor sanguine (eritrocite, leucocite, plasmă etc ); simularea infecțiilor virale pentru studiul patogenezei, imunității, patomorfologiei etc ; dezvoltarea metodelor de prevenire şi tratament specifice şi nespecifice Regulile de lucru cu animale de experiment pentru infecții virale și bacteriene sunt similare (vezi Secțiunea ) Detectarea (indicarea) virusurilor În cele mai multe cazuri, înainte ca un virus să poată fi detectat într-un sistem viu, acesta trebuie să fie eliberat de componentele celulei gazdă Următoarele proceduri sunt prevăzute pentru aceasta Pentru distrugerea celulelor din material se foloseste tripla congelare urmata de dezghetarea sau frecarea materialului intr-un omogenizator cu nisip steril sau granule de sticla Pentru îndepărtarea detritusului celular și a impurităților, materialul astfel obținut este supus centrifugării urmate de examinarea supernatantului sau trecut prin filtre bacteriene Totodată, virusul, datorită dimensiunilor sale mici, nu precipită în timpul centrifugării și nu este reținut de filtrele bacteriene, rămânând în lichid Materialul rezultat este tratat cu antibiotice ( UI/ml penicilină și UI/ml streptomicina) pentru a decontamina și a preveni contaminarea bacteriană Materialul obținut în acest mod este denumit în mod obișnuit material care conține viruși Detectarea virusurilor in cultura celulara Detectarea prin acțiune citopatică (CPE) CPD este o modificare degenerativă a celulelor care are loc ca urmare a reproducerii virușilor în ele Unele virusuri prezinta CPP in primele zile dupa infectarea culturilor celulare (virusul variolei, poliomielita etc ), altele mult mai tarziu, uneori la - saptamani dupa infectare (adenovirusuri, virusuri paragripale etc ) Natura CPE depinde în principal de tipul de virus (Fig ) Distingeți între degenerarea completă și parțială a celulelor monostrat Cu degen completă de la răni și cauzată, de exemplu, de virusurile poliomielitei Coxsackie și ECHO, celulele monostratului suferă modificări semnificative, mai multe dintre ele sunt îndepărtate de pe sticlă Celulele unice rămase sunt încrețite (picnoza nucleului și citoplasmei), se caracterizează prin refracție dublă - o strălucire puternică la microscopie Degenerarea parțială a culturilor celulare are mai multe varietăți: a) în funcție de tipul de grupare - celulele sunt rotunjite, mărite, se contopesc parțial între ele cu formarea unor ciorchini speciale (tipice pentru adenovirusuri); b) în funcție de tipul de ochyagoboy des / rukshchsh - pe fondul unui monostrat în general conservat, apar focare de celule afectate - microplăci (caracteristice unor tulpini de virusuri variolei și gripale); c) în funcție de tipul de formare a simplastului - sub acțiunea virușilor, celulele se contopesc între ele pentru a forma un gigant multinucleat Orez Efectul citopatic al virusului poliomielitei asupra unei culturi de celule de rinichi de maimuță în preparate necolorate (stânga - monostrat neîncărcat): se poate observa distrugerea monostratului și semne de degenerare celulară (l - încrețirea și formarea celulelor stelate, b - rotunjirea celulelor, c - umflarea celulelor, d - liza și formarea detritusului fanular) celule - symlayers, syncytia (caracteristice rujeolei, oreionului, paragripalei, sincitiale respiratorii, herpesului, virusurilor imunodeficientei umane) Modificările de tip proliferativ sunt caracteristice unor virusuri oncogene care transformă celulele în unele maligne, ceea ce se manifestă prin dobândirea capacității de diviziune nelimitată Dacă CPP este absentă sau slab exprimată în culturile de celule infectate, se efectuează "pasaje oarbe", de exemplu infecta noile culturi celulare cu fluid de cultură Detectarea prin reacție de hemadsorbție (RGads) Această reacție face posibilă detectarea virușilor înainte de dezvoltarea CPD datorită adsorbției eritrocitelor pe suprafața celulelor infectate cu virusuri hemadsorbante Acești virusuri complexe au glicoproteine specifice - hemaglutinine (de exemplu, orto- și paramixovirusuri) în supercapsidul lor Pentru a reproduce RGads, se adaugă , ml dintr-o suspensie , % de eritrocite la cultura celulară (martor și infectată cu virus) după perioada de incubare determinată pentru fiecare virus, astfel încât monostratul să fie acoperit și lăsat timp de - min la minute , sau °C (în funcție de proprietățile virusului) Apoi tuburile sunt agitate pentru a elimina eritrocitele neadsorbite și acumularea lor pe celule individuale sau pe întregul monostrat se ia în considerare la o mărire redusă a microscopului Nu ar trebui să existe eritrocite pe celulele neinfectate Trebuie remarcat faptul că nu toți virusurile care aglutinează eritrocitele in vitro sunt capabile să inducă hemadsorbția în cultura celulară Hemadsorbția se observă numai dacă, în timpul interacțiunii virusului cu celula, hemaglutinina virală este încorporată în structura membranei celulare exterioare și, prin urmare, își schimbă proprietățile Identificare prin test de culoare Principiul acestui test este următorul Ca rezultat al activității celulare, produsele acide se acumulează în mediul nutritiv Ca urmare, culoarea indicatorului (roșu fenol) inclus în mediu devine portocalie Atunci când o cultură celulară este infectată cu virusuri citopatogene precum enterovirusurile sau reovirusurile, metabolismul celular este suprimat, pH-ul mediului și culoarea acestuia nu se modifică (rămâne roșu) Detectarea prin incluziuni intracelulare Incluziunile intracelulare se formează în timpul reproducerii anumitor virusuri în citoplasmă și nucleul celulelor (variola, rabie, gripă, herpes etc ) Sunt locuri de localizare a virusurilor și a componentelor acestora în celule Incluziunile sunt detectate prin microscopie după colorarea monostratului conform Romanovsky-Giemsa sau alte metode complexe, precum și prin microscopie cu fluorescență după tratamentul cu portocaliu de acridină ( : ) Detectarea microscopică electronică (EMI) Acest studiu face posibilă, în funcție de tipul de virus, identificarea virionilor individuali în celule și a grupurilor lor asemănătoare cristalelor din nucleu sau citoplasmă EMW este de obicei folosit pentru a detecta agenți patogeni ai infecțiilor virale cu morfologie tipică (poxvirusuri), mai ales în cazurile în care nu pot fi cultivați prin metode convenționale (virusuri hepatite A și B, rotavirusuri) Virușii conținuti în materialul de testat sunt purificați și concentrați prin ultracentrifugare, cromatografie pe coloană, adsorbție folosind sorbanți sau anticorpi speciali Această din urmă metodă stă la baza metodei de microscopie imunoelectronică (IEM) Pregătirile pentru EMW sunt pregătite prin metoda contrastării negative Pentru a face acest lucru, amestecați volume egale de suspensie virală și o soluție % de acid fosfotungstic ("vopsea negativă") pe un substrat de vapori de carbon "Vopsea" înconjoară particulele de virus și contrastează învelișul exterior al virionului și, uneori, pătrunde în capsidă, rezultând o imagine de profil a învelișului exterior Metoda secțiunii ultra-subțiri este, de asemenea, utilizată pentru a detecta viruși în materialul biologic Detectare cu RIF direct Ca și în cazul IEM, în acest caz, are loc interacțiunea antigenelor virale cu anticorpii serici imun diagnostic sau anticorpii monoclonali (vezi subsecțiunea ) Cu ajutorul RIF, este posibil și detectarea unui antigen viral specific în culturile celulare infectate cu virusul Detectarea prin formarea plăcii Plăcile de virus sunt buzunare de celule monostrat distruse de virus sub acoperire cu agar Plăcile virale sunt numărate pentru a cuantifica infecțiozitatea virusurilor Pentru a obține plăci, diferite diluții ale suspensiei virale sunt aplicate pe culturi de țesut cu un singur strat în flacoane plate sau în plăci Petri și acoperite cu un strat de acoperire cu agar În acest caz, reproducerea virusului și a CPE sunt limitate doar la celulele inițial infectate și învecinate Focurile de degenerare celulară (plăci) sunt detectate prin colorarea culturii cu roșu neutru, care este fie inclusă în acoperirea cu agar, fie adăugat imediat înainte de obținerea rezultatelor Plăcile sunt compuse din celule moarte, nu se colorează cu roșu neutru și, prin urmare, apar ca pete luminoase pe un monostrat roz-roșu Există și alte modalități de a detecta plăcile virale în culturile celulare Deci, de exemplu, se utilizează definiția plăcilor sub un strat de bentonită La mediul nutritiv lichid se adaugă bentonită purificată fin dispersată, iar acest amestec pentru se toarnă monostratul de celule infectate Ca urmare a adsorbției particulelor de bentonită pe suprafața celulei, monostratul capătă o culoare lăptoasă La locul de reproducere a virusului, unde celulele sunt parțial sau complet decojite din sticlă, învelișul de bentonită este rupt (plăci) Pentru detectarea plăcilor virale sub o acoperire cu nutrienți de bentonită, sunt utilizate culturi multistrat de celule umane sau animale transplantate sensibile la virusul studiat; monostraturi rare de celule adecvate de - zile Din materialul de testat se prepară diluții de ori, cel puțin două saltele (baloane Erlsonmsyer sau baloane cu penicilină) cu cultură celulară sunt infectate cu fiecare diluție După adsorbția virusului ( - min), monostraturile sunt spălate de - ori cu ICH steril și umplute cu un strat nutritiv de bentonită: apă bidistilată - ml, gel de bentonită - % - ml, soluție Earl's (concentrat de zece ori) - ml, ser nativ bovin - ml, soluție de bicarbonat de sodiu , % - ml, penicilină - U / ml, streptomicina sau lincomicină - U / ml Un monostrat de celule infectate în baloanele Erlenmeyer cu o capacitate de ml este umplut cu - ml de acoperire de bentonită și un monostrat de celule la fundul unui flacon de penicilină - - ml Gelul de bentonită se obține din mineralul uscat Pentru a îmbunătăți proprietățile de sorbție ale bentonitei, aceasta este saturată cu cationi de sodiu Apoi este sterilizat timp de de minute la °C Proprietățile de sorbție ale gelului de bentonită nu se modifică în timpul depozitării la temperatura camerei pentru un număr de ani Timpul de formare a plăcii sub acoperirea cu bentonită variază pentru diferite viruși Rezultatele formării plăcilor pentru enterovirusuri, de exemplu, sunt luate în considerare după - h Vasele de cultură sunt răsturnate cu un monostrat în sus, spălând celulele degenerate cu mediu Plăcile formate din diferite tipuri de enterovirusuri diferă ca mărime, intensitatea dezvoltării și natura marginilor Deoarece o particulă infecțioasă virală (virion) formează o placă, metoda de formare a plăcii vă permite să determinați cu exactitate numărul de unități infecțioase din material, precum și să măsurați activitatea de neutralizare a anticorpilor virali Detectarea virusului în embrioni de pui Embrionii infectați sunt ținuți într-un termostat la - °C timp de - de ore, în funcție de tipul de virus studiat Ouăle sunt apoi răcite la °C timp de ore pentru a maximiza constricția vaselor de sânge embrionare și sunt deschise aseptic Lichidul amniotic și alantoic este aspirat cu o seringă, membranele și embrionul sunt îndepărtate în vase Petri sterile Identificare prin schimbarea CAO În timpul reproducerii virusurilor în embrionii de pui, apar modificări caracteristice în CAO Virusurile variolei, vaccinei și herpes simplex formează plăci pe CAO - pete convexe albicioase cu un diametru de - mm, al căror număr corespunde numărului de particule infecțioase Reacția de hemaglutinare (RGA) Un indicator al acumulării de ortomixovirusuri și paramixovirusuri este hemaglutinarea puiului sau a altor eritrocite de către lichidul alantoic și/sau amniotic al embrionilor infectați Concentrația particulelor virale corespunde titrului de hemaglutinare (diluția maximă a fluidului care conține virusul care provoacă aglutinarea eritrocitelor) Reacția se bazează pe capacitatea virusurilor hemaglutinante (orto- și paramixovirusuri, adenovirusuri etc ) de a lipi (aglutina) eritrocitele anumitor specii de animale, păsări sau oameni Acești virusuri conțin structuri de suprafață, de regulă, de natură glicoproteică - hemaglutinine, care sunt responsabile de aglutinarea globulelor roșii Trebuie subliniat faptul că RHA nu este o reacție imunologică, deoarece se bazează pe absența interacțiunii dintre AG și AT, ceea ce duce la formarea unui complex imun RHA se pune în eprubete, pe plăci speciale de polistiren, în aparatul Takachi Din materialul care conține virus sunt preparate diluții de două ori în , ml de ICN Adăugați , ml suspensie % de eritrocite, spălate de trei ori în ICN, în toate eprubetele Pentru control, , ml de eritrocite sunt amestecate cu un volum egal de CNI fără virus În funcție de proprietățile virusului studiat, amestecul poate fi incubat într-un termostat la , sau °C Rezultatele reacției sunt luate în considerare la - de minute după sedimentarea completă a eritrocitelor în control: (++++) - aglutinarea intensivă și rapidă a eritrocitelor, sedimentul arată ca un covor cu margini festonate ("umbrelă") ; (+++) - sedimentul eritrocitar are goluri; (++) - precipitat mai puțin pronunțat; (+) - sediment eritrocitar fulger înconjurat de o zonă de bulgări de eritrocite lipite și (-) - sediment eritrocitar compact este același ca și în control După cum sa menționat mai sus, titrul virusului este cea mai mare diluție a acestuia, la care se observă încă aglutinarea eritrocitelor Se consideră că această diluție conține o unitate de aglutinare a hemului de virus ( HU) Rezultatele RGA depind de o serie de factori: speciile și sensibilitatea individuală a eritrocitelor, temperatura, pH-ul mediului etc Hemaglutinarea eritrocitelor poate fi cauzată și de unele microorganisme - stafilococi, Escherichia, precum și Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae El Tor Prin urmare, atunci când detectăm viruși într-un material contaminat cu bacterii, trebuie să fiți atenți atunci când evaluăm rezultatele reacției Titrarea virusurilor poate fi efectuată pe bucăți ale membranei corionallantoice Bucăți din coaja unui embrion de pui de - zile cu CAO intact sunt plasate în godeurile plăcilor sterile, se adaugă , - , ml de lichid care conține virus, diluat de zece ori cu tampon, acoperiți plăcile cu folie și incubați la - °C Compoziție tampon: clorură de sodiu - , g, clorură de potasiu - , g, glucoză - , g, clorură de magneziu (- H O) - , g, clorură de calciu (- H O) - , ml, roșu fenol, : - , g, hidroxid de sodiu ( M) - , ml, gelatină - , g, antibiotice După - de ore, coaja este îndepărtată din godeuri și la mediul rămas se adaugă o suspensie , % de eritrocite de pui Un RHA pozitiv indică reproducerea virală Detectarea virusurilor în corpul animalelor de laborator Metodele de depistare a virusului la animalele susceptibile diferă în funcție de specia de animal și de tipul de virus și vor fi discutate în capitolele privind diagnosticul infecțiilor individuale Identificarea virusurilor izolate Identificarea virusurilor se realizează după următoarele criterii: modificări patologice induse de virus în sistemele vii sensibile; proprietăți antigenice ale virusurilor în reacții serologice cu specii antivirale și seruri de tip (este identificarea principală și destul de exactă); detectarea NK virală, de exemplu, prin PCR; rezultatele studiului microscopic electronic al morfologiei virusului Identificare prin structura antigenică Reacția de neutralizare (PH) Reacția de neutralizare a acțiunii infecțioase și citopatice a virusurilor este reprodusă în sistemele vii sensibile la virus PH se bazează pe neutralizarea activității infecțioase a virusurilor atunci când se leagă de anticorpi antivirali specifici Din materialul care conține virusul se prepară diluții în serie și li se adaugă un ser specific diluat conform titrului indicat pe eticheta fiolei Amestecuri virus-ser sunt incubate timp de - minute la °C pentru a se asigura că antigenele se leagă de anticorpi După aceea, amestecul este infectat cu cultură de țesuturi, embrioni de pui sau animale de laborator Controlul este un sistem sensibil infectat cu virus fără ser O reacție pozitivă este considerată în cazul neutralizării CPP în cultura celulară, modificări patologice la embrioni de pui sau animale Pe baza rezultatelor PH, se determină indicele de neutralizare - raportul dintre titrul virusului (unde există încă CPP) în control și titrul virusului din experiment Dacă indicele de neutralizare este mai mic de , reacția este negativă, de la la - îndoielnic, de la și peste - pozitiv (corespondență semnificativă a virusului cu antiser) Cea mai sensibilă variantă a PH este suprimarea formării plăcii virale sub acțiunea unui antiser specific virusului (reacție de reducere a plăcii virale) La stabilirea acestei reacții, la materialul care conține virus se adaugă antiser ( - PFU - unități formatoare de plăci) (într-o diluție corespunzătoare titrului) și după incubare într-un termostat timp de - de minute, amestecul este aplicat pe un monostrat de culturi celulare sensibile Formarea plăcii este detectată prin metodele descrise mai sus (folosind acoperire cu agar sau bentonită) Conformitatea virusului cu anticorpii serici se manifestă prin suprimarea formării plăcii (în comparație cu controlul) PH vă permite să determinați speciile și tipul (varianta) aparținând virusului O opțiune pentru PH este o probă de culoare (reacție de neutralizare colorimetrică) Dacă rezultatul este pozitiv, anticorpii antivirali blochează reproducerea virusului în cultura celulară, iar sub acțiunea metaboliților acizi ai acestora din urmă, culoarea indicatorului se modifică în mediu În eprubete se adaugă , ml din diluția de lucru a virusului ( - CPD ) și diluția corespunzătoare de ser Amestecul se menține la temperatura camerei timp de - de minute, se adaugă , ml suspensie celulară în fiecare tub și se închide cu dopuri de cauciuc sau se umple cu ulei de vaselină steril Tuburile se pun într-un termostat timp de - zile la °C Rezultatele reacției sunt luate în considerare colorimetric: pH , și peste indică reproducerea virusului, , și mai jos indică neutralizarea virusului de către anticorpi Reacția de inhibare a hemaglutinării (RTGA) Această reacție se bazează pe blocarea hemaglutininelor virale de către anticorpi specifici Poate fi considerat ca un caz special al reacției de neutralizare RTHA poate fi utilizat atât pentru diagnosticul serologic, cât și pentru identificarea virusurilor hemaglutinante Fenomenul RTGA se manifestă prin formarea unui sediment eritrocitar compact în locul unei "umbrele" de hemaglutinare Reacția se efectuează pe plăci de polistiren și se evaluează prin absența aglutinării eritrocitelor adăugate la un amestec de virus și ser specific Pentru a elimina sau distruge inhibitorii nespecifici de hemaglutinare, serul utilizat pentru RTGA este pretratat cu periodat de potasiu, caolin, bentonita, acetona sau alte substante Apoi, se prepară diluții de ser de două ori în ICN și se adaugă la fiecare diluție o cantitate egală de lichid care conține virus cu o activitate de GU Amestecul este incubat timp de - de minute la temperatura necesară pentru acest tip de virus ( , , , ° C), apoi un volum egal de , - , % suspensie de eritrocite După aceea, amestecul este din nou incubat timp de - de minute și se iau în considerare rezultatele reacției Titrul seric este considerată cea mai mare diluție, ceea ce "încetinește" hemaglutinarea Pentru RTHA, micrometoda este, de asemenea, utilizată pe scară largă folosind microplăci și diluatori Takachi (pentru diluarea materialului) Reacția de inhibare a hemadsorbției (RTGads) Această reacție se bazează pe neutralizarea efectului adsorbției eritrocitelor pe suprafața celulelor infectate cu virusuri RTGads este utilizat pentru a identifica virusurile hemadsorbante În eprubete se adaugă , ml de ser specific, diluat : , iar după incubare timp de - de minute se adaugă , ml dintr-o suspensie , % de eritrocite Ser normal (ser non-imun al aceleiași specii de animale) și eritrocitele sunt instilate în tuburile de control Tuburile sunt incubate timp de - de minute la o temperatură optimă pentru headsorbția virusului izolat Specia virusului este judecată după absența adsorbției eritrocitelor în experimentul cu hemadsorbție tipică în tuburile de control Pentru identificarea antigenică a virusurilor în culturile celulare se pot utiliza, de asemenea, RPG, RSK, RIF, ROPGA ELISA, RIA cu ser antiviral imun specific sau anticorpi monoclonali Metodele acestor reacții sunt descrise în Sec Identificare prin alte semne Modificările patologice specifice induse de virusuri în sistemele vii și proprietățile morfologice ale virusurilor sunt date atunci când se iau în considerare infecțiile virale specifice Metodele biologice moleculare pentru diagnosticarea infecțiilor virale sunt descrise în detaliu în Sec Studiu serologic Diagnosticul serologic al infecțiilor virale se bazează pe detectarea anticorpilor antivirali în sângele pacientului în reacții serologice folosind antigene virale specifice - diagnosticums sau sisteme de testare specifice Majoritatea reacțiilor serologice în infecțiile virale se bazează pe reacția de interacțiune a antigenelor virale și a anticorpilor omologi într-un mediu lichid (RSK, RTGA, RIGA, RONGA, RTONGA, RIA), într-un gel (RPG, RRH, RVIEF), când unul dintre ingrediente este fixat pe o bază solidă (ELISA, IEM, RGadsTO, RIF, RGads, RTGads) Pentru detectarea anticorpilor, se prelevează aseptic - ml de sânge cu o seringă sterilă uscată, fără a se adăuga anticoagulante și conservanți, deoarece acestea pot afecta rezultatele serologiei- cercetare științifică Sângele întreg nu trebuie înghețat, deoarece aceasta duce la hemoliză Serul se păstrează la - °C Creșterea titrului de anticorpi se determină prin examinarea serurilor pereche prelevate la începutul și la apogeul bolii sau în perioada de convalescență Pentru diagnostic, o creștere a titrului de anticorpi de patru sau mai multe ori este considerată fiabilă Pentru a crește sensibilitatea testelor, antigenii sau anticorpii sunt adsorbiți pe eritrocite (RIGA, RONGA, RTONGA, RGadsTO, RRG), acestea sunt marcate cu enzime (ELISA), izotopi radioactivi (RIA, RPG), fluorocromi (RIF) sau folosesc principiul lizei eritrocitelor în timpul interacțiunii antigenelor și anticorpilor în prezența complementului (RSK, RRG) Metodele reacțiilor serologice enumerate sunt descrise în detaliu în secțiunile dedicate detectării și identificării virusurilor în culturile celulare Aici vă prezentăm caracteristicile și modificările care sunt utilizate în diagnosticul serologic al infecțiilor virale Reacția de fixare a complementului (RSC) În virologie, RSK este utilizat pentru diagnosticul retrospectiv serologic al multor infecții virale, precum și pentru determinarea antigenelor specifice virusului în diferite materiale obținute de la pacienți Caracteristicile CSC în virologie sunt implementarea fixării complementului la rece (peste noapte la + °C), precum și includerea unui control suplimentar cu așa-numitul antigen normal (antigene din celulele în care s-a reprodus virusul) Acest antigen este utilizat în aceeași diluție ca și cel viral Diluția de lucru complementară se prepară ex tempore cu - ore înainte de utilizare și se păstrează la °C Reacția poate fi stabilită prin micrometodă (Tabelul ) Reacția de hemoliză radială (RRH) Reacția se bazează pe fenomenul de hemoliză a eritrocitelor sensibilizate la antigen sub influența anticorpilor specifici virusului în prezența complementului într-un gel de agaroză Metoda este utilizată pe scară largă pentru diagnosticul serologic al gripei, al unui număr de alte infecții respiratorii, rubeolă, oreion, infecții cu arbovirus cauzate de togavirusuri Agaroza ( mg) se topește în , ml tampon fosfat (pH , ), se răcește la °C și se amestecă cu , ml eritrocite sensibilizate și , ml complement Pentru a stabili reacția, eritrocitele de oaie sunt spălate cu tampon fosfat (pH , ) și se prepară , ml dintr-o suspensie % cu pH-ul optim pentru acest virus (de exemplu, pentru virusul encefalitei transmise de căpușe, pH , - , ) Se adaugă la eritrocite , ml de antigen nediluat, se amestecă bine și se lasă la temperatura camerei timp de minute Eritrocitele sensibilizate sunt precipitate prin centrifugare în Tabelul Titrarea anticorpilor în CSC (micrometodă) pentru diagnosticul infecțiilor virale Ingredient și succesiune a operațiilor Diluția serului și cantitatea de ingrediente adăugate, ml Control / / / / / / / din serul de testare pentru reacția cu hipertensiunea gazdă a serului de testare pentru anticomplementaritatea antigenelor pentru anticomplementaritatea sistemului hemolitic al eritrocitelor sensibilizate antigenul de control specific gazdei Ser de testare , , , , , , , Ser de testare : , Ser de testare : , CNI , CNI , CNI , CNI , CNI Antigen ( unități) , , , , , , , Antigen de control al gazdei , CNI , Antigen specific , Antigen de control , Complement ( unități) , , , , , , , Complement , Complement , Complement (un): , ; , ; , ; , ; , Complement (u): , ; , ; , ; , ; , Complement , Incubare peste noapte la °C și minute la temperatura camerei Sistem hemolitic , , , , , , , , , , ; , ; , ; , , ; , ; , ; , Suspensie de eritrocite sensibilizate , Suspensie de eritrocite sensibilizate , Exemplu de contabilitate RSC + + + - - - - Hemoliza Hemoliza Hemoliza Hemoliza Hemoliza Fără hemoliză Interpretarea rezultatului: anticorpii specifici de fixare a complementului au fost detectați la un titru de : Notă Luând în considerare, semnul "+" indică absența hemolizei (rezultat pozitiv), "-" - prezența hemolizei (CFR negativ) min la rpm, precipitatul este spălat cu tampon fosfat (pH , ) și resuspendat în , ml tampon borat-fosfat (pH , - , ) Adăugați picătură de acid boric Amestecul se amestecă ușor și se toarnă cu o pipetă caldă cu o capacitate de ml în godeurile panourilor speciale din polistiren (sau pe lame de sticlă) Grosimea stratului nu trebuie să depășească mm După - minute după solidificarea agarozei, panoul este acoperit cu un capac, răsturnat și lăsat timp de de minute la temperatura camerei Găurile sunt tăiate în agaroza congelată cu un pumn și umplute cu seruri de testare și de control Panoul se inchide cu un capac si se pune cu capul in jos intr-o camera umeda (vase Petri cu o bucata de vata umezita) la °C timp de - ore Rezultatele reacției sunt luate în considerare de dimensiunea zonei de hemoliză din jurul orificiilor umplute cu ser Nu ar trebui să existe hemoliză în control Diagnosticul expres al infecțiilor virale Recent, pentru diagnosticarea rapidă a infecțiilor virale, sunt utilizate și o serie de metode pentru identificarea virușilor sau a componentelor acestora în diverse tipuri de material clinic De fapt, ele pot fi atribuite metodelor de diagnostic virologic sau serologic; se remarcă prin specificitate și sensibilitate ridicate Reacția de imunofluorescență RIF este utilizat în versiunile directe și indirecte (a se vedea subsecțiunea ) pentru a detecta virusul în materialul obținut de la pacienți, în culturile de celule infectate și la animale (Tabelul ) Microscopia electronică imunitară IEM permite detectarea particulelor virale legate în mod specific de anticorpi Avantajul acestei metode este concentrarea simultană a virusului și identificarea acestuia cu ajutorul unui ser specific Modificările propuse ale IEM prevăd tratamentul materialului care conține virus cu un antiser cu titru ridicat, adăugarea de acid fosfotungstic sau acetat de uranil la precipitat, urmată de aplicarea pe o peliculă (substrat) și uscare Microscopia electronică arată grupuri de particule virale IEM este, de asemenea, utilizat pentru a detecta poliovirusurile, citomegalovirusurile, virusurile hepatitei A și B, adenovirusurile necultivate în țesutul amigdalelor, enterovirusurile și rotavirusurile necultivate în fecale și virusurile variolei în detritusurile variolei în materialul biologic Tabelul Diagnosticul infecțiilor virale folosind RIF Infecție virală Material imunofluorescent de la pacienți pentru diagnosticare expresă din culturi de celule și animale infectate pentru detectarea și identificarea virusului Gripa Celule epiteliale nazale dezumflate, specimene de autopsie a plămânilor și a traheei Culturi primare de celule de rinichi de maimuță, celule epiteliale nazale de la dihori infectați experimental Parainfluenza Aceleași Culturi celulare de rinichi de maimuță, embrioni umani, SOC, HEp- Adenovirus Razuirea conjunctivala Culturi celulare {Heia, HEp-l, KBnjxp } Sincițial respirator Aceleași culturi celulare (HEp-I, Heia', diploid uman) Rujeola Celulele epiteliale din sedimentul urinar, tampoane faringiene, leucocite din sânge, biopsie și preparate secționale ale creierului Rubeolă Iepure, maimuță, RK, Vero, SIRK, BNK- Culturi de rinichi Culturi de celule renale de maimuță Enterovirus- Preparate de sectiune Culturi de celule renale miocard (Coxsackie), celule epiteliale în sedimentul de urină de maimuță Parotită - Culturi celulare de rinichi de maimuță, amnios uman, fibroblaste de pui Rabie Biopsii ale creierului Tampoane de amprentă ale creierului și glandelor salivare ale șoarecilor infectați Herpetice- Frotiuri din continutul vezi- Culturi de diploide Skye Cool, răzuire ale veziculelor și corneei, preparate secționale și de biopsie ale creierului celulelor I - , fibroblaste; secțiuni de țesut cerebral de la șoareci infectați Sfârșitul mesei Infecție virală Material imunofluorescent de la pacienți pentru diagnosticare expresă din culturi de celule și animale infectate pentru detectarea și identificarea virusului Citomegalovirus Leucocite sanguine Culturi de celule diploide I - , fibroblaste Varicela Frotiuri din continutul veziculelor La fel Răzuire naturală din macule și papule, Culturi de celule epiteliale frotiuri de variolă din conținutul de origine veziculară a Heia, Vego etc Arbovirus Leucocite din sânge (cu febră hemoragică din Crimeea, dengue, Colorado) Culturi celulare de embrioni de pui, rinichi de embrioni de porc, VNK- , SPEV, PES; preparate pentru glandele salivare vectoriale, hemolimfa de căpușe Hepatita B Biopsie și preparate pentru secțiuni ale ficatului - Rotavirus Celulele stomacului și intestinelor din fecale - Contra imunoelectroforeza RVIEF în diagnosticul virusologic este utilizat pe scară largă pentru a detecta nu anticorpi, ci antigene de suprafață în serul pacienților (de exemplu, HBsAg la pacienții cu hepatită B), precum și pentru a detecta alte antigene virale care au o sarcină negativă Un strat de agar este aplicat pe o placă de sticlă După întărire, în el sunt tăiate două rânduri paralele de găuri Antigenii sunt plasați în godeuri mai aproape de catod, iar anticorpii sunt plasați în godeuri mai aproape de anod și se efectuează electroforeza HBsAg, având o sarcină negativă, se deplasează la anod, iar anticorpii la catod Apoi paharele sunt plasate într-o cameră umedă și după - de ore rezultatele reacției sunt luate în considerare la formarea liniilor de precipitare între antigenul și anticorpul dorit Reacție de hemadsorbție pe bază solidă RGadsTO poate fi considerat o combinație de ELISA cu RIGA Sensibilitatea ridicată a reacției îi permite să fie utilizată pentru diagnosticarea expresă a infecțiilor virale Metodologie Godeurile panourilor de polistiren de unică folosință sunt tratate cu imunoglobulină (ser imun) și se introduce în ele o suspensie din materialul de testat care conține antigenul După - de minute, godeurile sunt spălate în mod repetat cu tampon, se adaugă o suspensie de eritrocite acoperite cu imunoglobulină specifică, iar după - de minute se determină prezența hemaglutinării Dacă materialul conține un antigen specific, acesta se combină cu serul adsorbit pe suprafața godeurilor și, la rândul său, leagă imunoglobulinele de pe suprafața eritrocitelor Ca urmare, are loc agregarea eritrocitară (hemaglutinarea) În modificarea descrisă, reacția este utilizată pentru a detecta antigenele rotavirusurilor și a altor virusuri în fecalele pacienților Metode biologice moleculare PCR și alte metode de diagnosticare genetică utilizate pentru diagnosticarea rapidă a infecțiilor virale sunt descrise în detaliu în subsecțiune Alegerea metodelor de mai sus de diagnostic de laborator al infecțiilor virale individuale este determinată de natura bolii, caracteristicile clinice ale cursului, proprietățile biologice ale agentului patogen, perioada bolii și capacitățile laboratorului CAPITOLUL DIAGNOSTICUL MICROBIOLOGIC AL INFECTIILOR SELECTATE Gripa Gripa este o boală infecțioasă acută, manifestată prin intoxicație generală și afectare a tractului respirator Agenții cauzali ai gripei sunt virusurile care conțin ARN din familia Ortho-myxoviridae (genul Influenzavirus, tipurile A, B și C) Diagnosticul de laborator al gripei include metode rapide, izolarea virusului și testarea serologică (vezi anexa) Pentru studiu, se folosește o spălare din partea nazală a faringelui, o membrană mucoasă detașabilă a căilor nazale, care este luată cu tampoane uscate sau umede Tampoanele se pun în eprubete care conțin - ml tampon (pH , - , ), sau se fac amprente pe sticlă În plus, virusul poate fi izolat din sânge, lichidul cefalorahidian, precum și din material cadaveric (bucăți de țesuturi afectate ale tractului respirator superior, creier etc ) Diagnosticare expresă Detectarea virusului gripal în materialul de testat se bazează pe detectarea unui antigen viral specific folosind RIF direct și indirect În prezența virusului gripal, în celulele epiteliale este detectată o strălucire galben-verzuie (vezi insertul color, Fig ) RONGA și ELISA pot fi, de asemenea, utilizate pentru a detecta antigenul gripal specific O metodă promițătoare pentru diagnosticarea rapidă este ELISA pentru indicarea proteinei M a virusului gripal De asemenea, a fost dezvoltată PCR Izolarea virusului Examinarea virologică trebuie efectuată cât mai devreme posibil, deoarece după a -a zi de boală, probabilitatea de a obține un rezultat pozitiv scade brusc Pentru a suprima flora bacteriană, materialul de testat este tratat cu antibiotice ( - U/ml de penicilină și U/ml de streptomicină) și injectat , ml din acesta în embrioni de pui de - zile în cavitatea amniosul și alantoida (vezi subsecțiunea ) Cel puțin cinci embrioni sunt infectați cu materialul unei probe, care sunt incubați timp de - zile la °C După incubare, embrionii sunt răciți timp de - ore la °C Lichidul alantoic este aspirat cu o seringă sau cu pipeta Pasteur, lichidul amniotic cu o seringă cu un ac scurt Acumularea virusului în embrionii de pui este detectată folosind RGA, pentru care lichidele alantoice și amniotice sunt diluate în serie și se adaugă o suspensie de % de eritrocite de pui Materialul infecțios poate infecta, de asemenea, culturi celulare de rinichi de maimuță, embrioni umani și altele folosind medii de cultură fără ser Cu toate acestea, aceste metode sunt folosite mai puțin frecvent decât infectarea embrionilor de pui Virusul este detectat folosind RIF, precum și prin CPD, RGads cu o suspensie de , % de eritrocite de cobai Pentru identificarea virusurilor se folosesc RTGads, RTGA, RSK, ELISA (în RTTads se folosesc seruri cu titruri de cel puțin : ) Dacă virusul izolat are o structură antigenică alterată, atunci RTGAd-urile și RTGA cu serurile specifice disponibile pot fi negative În acest caz, se utilizează RSK, care dezvăluie proteine virale specifice tipului care sunt mai stabile antigenic PH este utilizat pe scară largă pentru identificarea virusului în embrionii de pui și culturile de țesuturi Studiu serologic Acest studiu confirmă diagnosticul de gripă cu o creștere a titrului de anticorpi din sângele pacienților de cel puțin ori Primul ser este luat de la pacient în perioada acută a bolii (până la - zile), de obicei simultan cu înroșirea părții nazale a faringelui, al doilea - după a -a zi a bolii Pentru studiul simultan al serurilor, primul dintre ele este păstrat la - °C Au pus RSK, RTGA, ELISA, RWG Pentru a elimina inhibitorii nespecifici ai virusului gripal din serurile de testare, aceștia sunt tratați cu o enzimă de degradare a receptorilor Acesta din urmă (la o concentrație de UI / ml) se amestecă cu ser într-un anumit raport și se lasă timp de - ore la ° C Apoi se adaugă volume de soluție de citrat de sodiu , % la acest amestec, se încălzește timp de de minute la °C și se adaugă volume de tampon fosfat pentru a obține o diluție finală a serului de : Anticorpii la pacienții cu gripă pot fi determinați folosind PH în embrioni de pui sau cultură de țesut de rinichi de maimuță Infecții virale respiratorii acute SARS se caracterizează prin fenomene catarale de intensitate diferită ca urmare a leziunilor epiteliului mucoasei tractului respirator superior, polimorfismului manifestărilor clinice, de la forme ușoare și șterse ale bolii la foarte severe cu un rezultat fatal Virușii care provoacă ARVI sunt numeroși (mai mult de ) și aparțin unor grupuri taxonomice diferite Paramixovirusurile, reovirusurile, coronavirusurile, rinovirusurile, enterovirusurile, adenovirusurile cauzează cel mai adesea ARVI Diagnosticul de laborator al ARVI se bazează pe metode exprese, studii virologice și serologice (vezi Tabelul ) În bolile cauzate de paramixovirusuri, sincitiale respiratorii, corona-, reo- și adenovirusuri se folosesc pentru diagnostic tampoane din nazofaringe și detașarea mucoasei peretelui faringian posterior, care se îndepărtează cu mai multe tampoane de vată Frotiurile de amprentă sunt făcute dintr-un tampon, iar restul sunt scufundate în - ml de soluție Hank Pentru a crește viabilitatea paramixovirusurilor, la soluție se adaugă gelatină , % sau albumină bovină Adeno-, entero- și reovirusurile pot fi, de asemenea, izolate din sânge, urină, fecale, material cadaveric și enterovirusuri din lichidul cefalorahidian Probele trebuie luate cât mai curând posibil după debutul bolii Pentru clarificare, acestea sunt centrifugate la rpm timp de de minute Flora bacteriană însoțitoare este suprimată de penicilină și streptomicina ( - unități/ml) Depozitarea materialului se realizează prin congelare la o temperatură de - - °C Diagnosticare expresă Studiul constă în detectarea unui antigen viral în celulele materialului studiat folosind RIF, ELISA, ROPHA etc Reovirusurile, de regulă, nu pot fi detectate prin metode expres Izolarea virusului Pentru a izola virusuri, culturi de țesut de rinichi de maimuță și embrioni umani (paramixo-, reo- și adenovirusuri), culturi de HEp- , KB, HeLa (virus respirator sincial), culturi de organe ale traheei și plămânilor embrionilor umani (coronavirusuri) sunt folosite Prezența virusului este determinată de acțiunea sa citopatică, care se exprimă prin formarea sincitiului (virusuri paramixo-, respiratorii-sincițiale), încetarea și slăbirea mișcărilor ciliate ale celulelor epiteliale în culturile de organe ale traheei (coronavirus) , apariția granularității și incluziunilor citoplasmatice (reo-, adenovirusuri) Virușii izolați sunt identificați prin seruri imune specifice utilizând PH în cultura de țesut (paramixovirusuri, respiratorii sincițiali, corona-, reo-, adenovirusuri), RTGAds (paramixo-, reovirusuri), RTGA (paramixo-, reo-, adenovirusuri), ELISA ( paramixovirusuri), RSK (toți virușii enumerați), RIF (sincițial respirator, reovirusuri), precum și prin infecția intracerebrală a șoarecilor sugari (coronavirusuri) Examenul serologic permite stabilirea unui diagnostic în cazul depistarii unor anticorpi specifici în serul bolnavilor Pentru reacțiile serologice se folosesc seruri pereche, care se iau în primele zile de la debutul bolii și după - săptămâni, dar se studiază concomitent O creștere a titrului de anticorpi de ori sau mai mult are valoare diagnostică RTGA, PH, RSK, RTGads, RIF, RIA, ELISA sunt setate cu antigene (diagnosticums) preparate din tulpini de referință ale virusurilor corespunzătoare infectii herpetice Herpesul este o boală cronică recidivante, cu vezicule pe piele și mucoase; posibile deformari congenitale, leziuni ale diferitelor organe si sisteme (sistem nervos, organe respiratorii, ficat, mucoasa bucala si organe genitale, globul ocular), in special la nou-nascuti Recidivele infecției herpetice se datorează scăderii rezistenței antiinfecțioase, inclusiv pe fondul altor boli infecțioase acute, ale căror manifestări sunt predominante Virusurile herpetice umane sunt membri ai familiei Herpesviridae Clasificarea modernă a virusurilor herpetice este prezentată în tabel Materialul pentru cercetare, în funcție de manifestările clinice ale bolii, poate fi conținutul de vezicule, cruste, salivă, lichid cefalorahidian, bucăți de creier (obținute în timpul autopsiei și biopsiei) și măduvei spinării, ficatului, ganglionilor (material de autopsie) ), cheag de sânge, celule sanguine, frotiuri de la secreția ulcerelor membranei mucoase a cavității bucale, organelor genitale sau corneei ochilor etc Tabelul Clasificarea virusurilor herpetice și a bolilor pe care le provoacă a-Herpesvirusuri p-Herpesvirusuri y-Herpesvirusuri Viruși netipici HSV- : gingivita, stomatita, conjunctivita, meningita HSV- : infectii genitale, uretrita, cistita, malformatii congenitale (microcefalie) Virusul varicelei zoster (la copii, varicela zoster) si herpes zoster (la adulti) CMV (citomegalovirus): infrângere celule imunocompetente, rinichi, diferite organe Virușii Epstein-Barr (EBV): limfom Burkitt, mononucleoză infecțioasă, carcinom nazofaringian Virusul herpes uman tip (HHV ): tropen la limfocitele B, precum și la celulele gliale, limfoide; implicat în patogeneza limfomului malign cu celule B, a limfomului Hodgkin, a sindromului de oboseală cronică HHV : infecții latente cu HHV : poate provoca sarcomul Kalosha Virușii se păstrează cel mai bine în prezența serului % la - °C Diagnosticul de laborator al infecției cu herpes include metode expres, teste virusologice și serologice (vezi anexa) Diagnosticare expresă Pentru diagnosticarea rapidă a infecției cu herpes folosind microscopie electronică, RIF, ELISA Ele fac posibilă identificarea particulelor virale cu o morfologie caracteristică sau un antigen specific virusului (vezi insertul de culoare, Fig ) Virionii se găsesc în conținutul veziculelor, în nucleele celulelor țesutului cerebral, mai rar în fracțiunea lichidă a crustelor măcinate în apă distilată, în spălări, frotiuri-amprente obținute din erupțiile cutanate Antigenul specific virusului este detectat prin metode imunomorfologice de cercetare în răzuirea veziculelor, a corneei afectate, în frotiuri din veziculele separate, în celulele lichidului cefalorahidian Izolarea virusului Pentru izolarea herpesvirusurilor se folosesc șoareci care alăptează cu vârsta de - zile (infecție la creier - , ml; în cavitatea abdominală - , ml), șoareci albi adulți (infecție la creier - , ml), iepuri ( infecție la creier - , ml) pe scarif- cornee, la creier), cobai (infecție la cornee), hamsteri, șobolani de bumbac (infecție prin nas), pui de o zi (infecție la creier - , ml), embrioni de pui de zile (infecție a membranei corionallantoice), culturi celulare de rinichi de iepure, embrion uman, pui, amnios uman, HeLa și alte culturi celulare În prezența virusului în materialul de testat, șoarecii (după - zile) dezvoltă paralizie, apare moartea, apar plăci pe CAO a embrionilor de pui (după de ore), la iepuri (după - zile) se observă cheratita , uneori apare moartea În celulele corneei infectate, sunt detectate un antigen specific virusului (RIF) și incluziuni intranucleare În culturile de celule infectate, după - zile, se observă apariția celulelor gigantice multinucleate (policariocite), o creștere și rotunjire a celulelor (degenerare în balon) Tulpinile izolate de virus herpes simplex (HSV) sunt identificate folosind seruri imune standard de iepure în PH pe șoareci (prin efect letal), embrioni de pui (după numărul de urme de pe membrana corioalantoidiană), în cultură celulară (după numărul de plăci, CPD) Studiu serologic Serodiagnostica se bazează pe detectarea unei creșteri a titrurilor de anticorpi în PH, RSK în studiul serurilor pereche ale pacienților RIGA, RTGads mai puțin utilizate În infecția primară cu herpes, detectarea anticorpilor de neutralizare a virusului și de fixare a complementului este de importanță diagnostică Pentru detectarea infecției primare cu herpes, definiția IgM este importantă Cu infecția cu citomegalovirus, virusul este izolat din urină, salivă prin infectarea unei culturi de fibroblaste embrionare umane, mai rar din materialul de biopsie (bucăți de ficat), leucocite din sânge și alte materiale Actiunea citopatica se dezvolta lent: se gasesc celule marite, multinucleate, cu incluziuni intranucleare Virusul varicelei sau herpes zoster este izolat din conținutul veziculelor, nazofaringelui, răzuirii papule prin infectarea culturilor de fibroblaste și celule epiteliale ale oamenilor și maimuțelor, care, după infectare, sunt incubate la - ° C Se dezvoltă un efect citopatic focal, care este înregistrat în a -a - a -a zi sau mai târziu Se remarcă apariția sincitiilor, incluziunilor citoplasmatice și intranucleare Pentru diagnosticul serologic, pe lângă RSK și PH, se utilizează RIF indirect Ca antigen pentru această reacție se folosesc preparate fixe din celule infectate cu virusul varicelo-zosterian PCR Această metodă este utilizată pe scară largă pentru a confirma etiologia herpesvirusului a meningoencefalitei, în special la copii, pentru a diagnostica herpesul genital Se distinge prin viteza de obținere a rezultatului ( - de ore), sensibilitate ridicată ( copii per probă) și capacitatea de a determina simultan diferite virusuri herpetice (de exemplu, HSV- , HSV- și BV-Z) Ca țintă pentru amplificare, se utilizează de obicei o regiune ADN foarte conservată a genei polimerazei, comună pentru HSV- și HSV- Când se stabilește o variantă PCR imbricată cu primeri care recunosc secvențele de nucleotide CMV, este posibil să se detecteze virusul în sânge sau urină cu - , săptămâni mai devreme decât atunci când se utilizează metoda de cultură Metoda PCR cantitativă este eficientă și în monitorizarea cursului procesului infecțios și a eficacității terapiei, în special la persoanele cu imunodeficiențe Mai multe variante PCR sunt utilizate pentru a detecta virusul Epstein-Barr Pentru diagnosticul neuroinfecțiilor herpetice cronice, a fost dezvoltată o variantă de PCR multiplex, care face posibilă diferențierea a șase herpesvirusuri diferite, inclusiv EBV, într-un amestec de reacție Variolă Variola este o boală infecțioasă acută caracterizată prin simptome de intoxicație generală, febră și apariția unei erupții cutanate papulo-pustuloase pe piele și mucoase Este una dintre cele mai periculoase boli convenționale, de carantină Virusul variolei - Virusul variolei aparține familiei Poxviridae, care include mai multe genuri Genul Orthopoxvirus include virusurile variolei, vacciniei, variolei bovine, bivolilor, cămilelor, oilor, maimuțelor, iepurilor și șoarecelui Materialul de cercetare în variola naturală este răzuirea maculelor și papulelor, conținutul veziculelor și pustulelor, crustelor de pustule variolei, saliva, înroșirea mucoasei părții nazale a faringelui Din cadavru se prelevează pentru examinare conținutul de vezicule și pustule, sânge din inimă, bucăți de plămân, splina și ficat Sângele se examinează prin metode virologice și serologice, începând din ultimele zile ale perioadelor de incubație sau prodromale până la stadiul erupțiilor cutanate adevărate inclusiv, apoi se efectuează doar serodiagnostic În spălarea de pe membrana mucoasă a nazofaringelui, virusul este detectat în ultimele zile ale perioadei de incubație și în perioada prodromală (înainte de apariția erupțiilor cutanate) Tabelul oo Diagnosticul de laborator al variolei Tipul de studiu Scop Material Detectare infecție Identificare Diagnosticare rapidă Detectarea virionilor și antigenului grupului variolei Frotiuri din conținutul veziculelor, răzuire a maculelor și papulelor; frotiuri-amprente de la baza veziculelor, răzuire de macule și papule, de la descărcarea mucoasei nazofaringelui EM, RIGA, RIF, RPG, ELISA Virusol o- Izolare și sânge (cu heparină), pui co-CAO Aspectul plăcilor pe Caracter și dinamică identificarea biologică a virusului prin proprietățile biologice ale papulelor și maculelor, conținutului de vezicule, pustule, cruste, saliva, tampoane nazofaringiene, bucăți de organe; postum - sânge din inimă, bucăți de plămân, rinichi embrionari Culturi celulare Cornee de iepure CAO (pox), RHA KCPD, RIF, RGads, RTGA, RGA, RTGs, RPG, ELISA, incluziuni intracitoplasmatice Testul lui Paul, corpuri Guarnieri, RIF, microscopie luminiscentă a celulelor corneene (colorare cu portocaliu de acridină) a dezvoltării plăcii, suprimarea reproducerii virusului la temperaturi peste , ° C, titruri scăzute de hemaglutinină și patogenitate pentru embrionii de pui Detectarea serologică a creșterii titrului de anticorpi de ori sau mai mult Sânge (fără anticoagulante) - seruri pereche RTGA, RSK, PH, RIA Caracterul CPP, plăci, suprimarea reproducerii virusului la - ° C, titruri scăzute de hemaglutinină Explorați conținutul a cel puțin elemente de leziuni ale pielii și - cruste de pustule variolei Pentru RIF, frotiurile sunt preparate din conținutul de vezicule, răzuire de macule și papule (fără sânge), precum și frotiuri-amprente din răzuire de macule și papule sau membrana mucoasă detașabilă a nazofaringelui, prelevate cu un tampon Regulile de prelevare, împachetare, trimitere și prelucrare a probelor pentru studii de diagnostic sunt descrise în detaliu în instrucțiuni speciale, de exemplu, în "Instrucțiunile pentru diagnosticarea de laborator a variolei" ale Ministerului Sănătății al URSS din aprilie Etapele și metodele diagnosticului de laborator al variolei sunt prezentate în tabel Diagnosticare expresă Detectarea rapidă a virusului se bazează pe un studiu direct al materialului de la pacient și face posibilă stabilirea unui diagnostic aproximativ al unei boli cauzate de unul dintre virusurile variolei Pentru detectarea virionilor se folosește microscopia electronică, iar pentru antigenele virusului - RIF, ROPGA, RPG, ELISA Pentru un răspuns pozitiv, este suficient să detectați particule cu o morfologie caracteristică virusurilor variolei cu EM - , ceea ce este posibil cu o concentrație mare a virusului în materialul de testat: unități de marcare pockmarking (OFU) ale virusului în ml Virionii din grupul variolei trebuie să fie diferențiați de virusurile herpetice În RIF, se examinează frotiurile conținutului elementelor erupțiilor cutanate, secreția nazofaringelui, răzuirea pustulelor variolei Pentru a exclude rezultatele fals-pozitive în timpul RIF, se folosesc martori evident pozitivi și negativi, se folosesc preparate contrastante cu albumină bovină, fluorură de sulforodamină marcată, epuizarea serului imun (eliminarea anticorpilor specifici) și alte teste RONGA se efectuează cu eritrocite de oaie, pe suprafața cărora sunt fixați anticorpi anti-mici (anticorp diagnosticum) Antigenul prezent în materialul de testat interacționează cu anticorpii de pe suprafața eritrocitelor, ceea ce duce la aglutinarea eritrocitelor RPG vă permite să identificați antigenele din material folosind un sistem de testare constând din antigenul variolei și serul imunitar Cu rezultate pozitive, liniile de precipitare ale antigenului de testat și ale antigenului de testare de către serul imun coincid Concentrația minimă de virus detectată în reacție este IO OFU/ml Pentru a detecta antigenul virusurilor variolei, se folosește o variantă directă sau indirectă de ELISA Diferențierea intragrup a virusurilor variolei se bazează pe izolarea virusurilor și studiul proprietăților biologice ale acestora în cultura celulară, pe embrioni de pui și animale de laborator (Tabelul ) Tabelul Diferențierea virusurilor variolei după proprietățile biologice Schimbare în Virusul Virus Sensibil al sistemului vaccin împotriva variolei embrioni de pui Caracterul și dinamica dezvoltării urmelor pe Hibeembrionii CAO Titrul de hemaglutinină în suspensie de CAO Reproducerea la o temperatură peste , °C În a -a zi după infectare, mic ( mm în diametru), alb, dens, puternic limitat, în formă de cupolă, ridicându-se deasupra țesutului neafectat din jur, numărul de urme crește până în a -a zi În a -a- -a zi după infectare, moartea nu are loc (cu izolare primară) - / În a -a zi după infecție, mare ( - mm în diametru) plat cu margini neclare, gălbui, uneori cu ulcerații, care nu se ridică deasupra țesutului înconjurător; numărul maxim de variole se notează în a -a zi În a -a - a -a zi după infecție Peste / + Culturi celulare (HeLa, HEp- , FL) Caracterul CPD Placi in cultura celulara Dezvoltare lenta (dupa - zile), caracter focal In a - -a zi mic (diametru , - , mm), cu margini hiperplazice (tip proliferativ) Dezvoltare rapida (dupa h), difuza caracter, formarea celulelor gigantice și a straturilor-simbol vacuolate multinucleare, fără hiperplazie celulară În a -a - a -a zi mare (diametru - mm), litică Sfârșitul mesei Schimbare în Virusul Virus Sensibil al sistemului vaccin împotriva variolei Reproducere la o temperatură de - °C - + animale de laborator Patogenitate Scăzut Ridicat Infecția iepurilor pe pielea scarificată Zgârieturi palide În a -a - a -a zi, elemente confluente (papule și pustule) proeminente deasupra suprafeței pielii Trecerea pe iepuri Nu provoacă daune Provoacă leziuni ale pielii Izolarea virusului Pentru a izola virusurile variolei, se injectează cu o seringă , - , ml din materialul de testat (nediluat și diluat : ) în embrioni de pui de CAO - zile Apoi embrionii sunt incubați timp de - zile la °C Virusul variolei formează mici urme albe, în formă de cupolă, pe CAO Are patogenitate scăzută pentru embrionii de pui, nu se înmulțește la temperaturi peste , ° C și se caracterizează printr-o activitate hemaglutinantă slabă Diferențierea virusurilor variolei și a vaccinurilor se realizează prin infectarea culturilor de - zile de linii celulare transplantabile HeLa, HEp- , FL, fibroblaste de piele umană și animală în timpul incubației lor paralele la ° C și - ° C (vezi tabel ) Indicarea virusurilor variolei în culturile de celule infectate se realizează folosind RIF, ROPGA, RPGads Virusurile herpes simplex și varicela-zoster diferă de variola prin formarea de incluziuni intranucleare, absența hemadsorbției în cultura celulară și natura acțiunii citopatice Studiu serologic Serodiagnostica face posibilă diagnosticarea retrospectivă, pe baza unei creșteri a titrului de anticorpi anti-variola în sângele pacienților, detectați folosind RTGA, RSK, PH pe embrioni de pui și în culturi celulare Antigenii pentru reacțiile serologice sunt o suspensie % centrifuge(tm) de CAO contaminată cu un virus vaccin Rezultatele PH cu serul pacientului în cultura de țesut sunt luate în considerare de către CPP și RGads, iar la embrionii de pui - prin formarea de urme pe CAO și acumularea de hemaglutinină în RHA Infecții cu arbovirus În prezent, există peste de tipuri de arbovirusuri, dintre care aproximativ sunt patogene pentru om Arbovirusurile aparțin la șapte familii: Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae, Picornaviridae, Iridoviridae, Poxviridae, Arenaviridae Prin proprietăți antigenice, arbovirusurile alcătuiesc mai mult de de grupuri antigenice cu un număr diferit de reprezentanți Infecțiile cu arbovirus includ febra sistemică cu arbovirus (flebotomie, dengue), febră hemoragică cu arbovirus (galben, dengue, chikungunya, hemoragică din Crimeea, hemoragică din Omsk, boala pădurii Kiassanur), encefalită arbovirus și encefalomielita (capușe, venezueleană și venezueleană) encefalomielita ecvină, encefalita San Louis, văile Murray, West Nile, japoneză, africană) etc Multe arbovirusuri provoacă același tip de manifestări clinice și forme șterse ale bolii Aceste caracteristici ale infecțiilor cu arbovirus, precum și răspândirea simultană în focare endemice a bolilor similare clinic de natură virală și bacteriană cauzate de adenovirusuri, enterovirusuri, rickettsiae, spirochete, fac dificilă recunoașterea lor clinică În acest sens, diagnosticul de laborator al infecțiilor cu arbovirus are o importanță decisivă Trebuie remarcat faptul că în timpul acestor studii este necesar să se respecte cu strictețe regulile de siguranță Examinarea virologică a arbovirusurilor ar trebui efectuată de virologi calificați în laboratoare speciale pentru lucrul cu agenți patogeni ai infecțiilor deosebit de periculoase Studiile virologice și serologice pentru identificarea focarelor naturale de infecții cu arbovirus implică recoltarea de artropode, prelevarea de sânge de la animale domestice și sălbatice, bucăți de organe interne (creier, ficat, rinichi, splină, plămâni) de la animale domestice moarte și de la vertebrate sălbatice cu semne a bolii Artropodele sunt sortate pe specii, plasate în eprubete chimice și închise ermetic cu dopuri din tifon de bumbac În eprubetă se introduce o etichetă care indică numărul animalului de la care au fost recoltați ectoparaziții, specia acestuia, locul și data preluării materialului și transportat la laborator Pentru studierea focarelor naturale de infecții cu arbovirus se folosește metoda animalului santinelă, care constă în faptul că animalele sensibile (șoareci supt, iepuri, cobai, găini etc ) sunt ținute în cuști în focar, unde sunt atacate de vectori artropode infectați gih Animalele sunt sângerate periodic și sunt examinate pentru prezența virusului sau a anticorpilor antivirali Diagnosticul de laborator al infecției cu arbovirus la om se bazează pe utilizarea metodelor expres, izolarea virusului și detectarea unei creșteri a titrului de anticorpi în studiul serurilor pereche (vezi Anexa; Tabelul ) Materialul pentru studiu este sânge, lichid cefalorahidian, tampoane din nazofaringe, urină și lichid pleural, care sunt luate în primele - zile ale perioadei acute Bucăți de creier, ficat, splină, plămâni, rinichi ar trebui să fie luate de preferință dintr-un cadavru în - ore după moarte Izolarea virusului este cel mai probabil atunci când se utilizează material de la persoane care au murit în prima săptămână a perioadei acute a bolii Sângele din vena cubitală în cantitate de - ml este transferat într-o eprubetă cu heparină (la o rată de UI la ml de sânge), heparina nu este adăugată pentru testarea serologică Primul ser se obține în a - -a zi de boală, al doilea - la - săptămâni de la debut Materialul obtinut pentru examinarea virologica trebuie folosit in aceeasi zi Pentru depozitarea pe termen scurt a materialului ( - zile), + °C este suficient, iar pentru depozitarea pe termen lung este necesară congelarea la - - °C (bucățile de organe pot fi păstrate în glicerol % la + °C) Este permisă o singură înghețare și dezghețare a materialului infecțios Serul se păstrează în flacoane mici la °C (timp scurt) sau congelat Dacă se suspectează contaminarea bacteriană, se adaugă în ser % azidă de sodiu (concentrație finală) O suspensie de % este preparată din materialul de testat în condiții aseptice în CNI, soluție Hank (pH , - , ) sau în medii nutritive atunci când culturile celulare sunt infectate Se adaugă , - , % albumină bovină sau - % ser normal de iepure și se centrifughează la ° C timp de de minute la - rpm Pentru a elimina contaminarea bacteriană, materialul este tratat cu penicilină ( unități/ml) și streptomicina ( unități/ml) O parte din material este depozitată la o temperatură sub - °C (pentru reexaminare) Diagnosticare expresă Metodele expres se bazează pe detectarea directă a antigenului din materialul de testat de la pacient În aceste scopuri, sunt utilizate RIF, RIGA, ELISA și modificările acestora, care fac posibilă detectarea și tiparea antigenului specific virusului în celule Cu ajutorul RIF este detectat un antigen specific virusului, care este asociat mult timp cu leucocite din sânge (cu febră Dengue, hemoragică din Crimeea și febră Colorado) La * Antigenul viral al febrei Colorado persistă în leucocite mai mult de luni Trebuie luată în considerare posibilitatea unor rezultate fals pozitive din cauza autofluorescenței leucocitelor RIF este, de asemenea, utilizat pentru a detecta antigenul viral în glandele salivare ale purtătorilor și în hemolimfa căpușelor Cu encefalita japoneză, antigenul specific virusului din materialul de biopsie poate fi detectat prin ELISA Detectarea antigenului viral în materialul de testat permite RONGA cu diagnostic de anticorpi eritrocitari Această reacție este utilizată pentru diagnosticarea rapidă a febrei hemoragice din Crimeea, a coriomeningitei limfocitare Detectarea și tiparea antigenului specific virusului se realizează, de asemenea, prin utilizarea ELISA și RONGA pe o bază solidă Rezultatele pozitive indică prezența antigenelor relevante Izolarea virusului Pentru a izola virusul cu materialul de testat (nediluat și în diluții de : și : ) infectați șoarecii albi nou-născuți, culturile celulare, mai rar embrioni de pui (Tabelul ) Acest lucru exclude posibilul efect al anticorpilor sau interferonului asupra virusului Șoarecii nou-născuți sunt infectați în creier ( , - , ml), intraperitoneal ( , ml) sau subcutanat ( , ml) (la izolarea arenavirusurilor, sunt infectați doar șoarecii albi adulți) Apoi animalele sunt observate timp de - săptămâni, indivizii bolnavi sunt sacrificați și se examinează o suspensie de % a creierului Animalele care au murit în decurs de - zile după infectare nu sunt luate în considerare Pentru a izola virusul de la pacienții cu febră dengue, datorită capacității sale scăzute de a se adapta la țesutul cerebral al șoarecilor, este necesar să se efectueze - treceri oarbe prin creierul animalelor Pentru a izola virusurile, se folosesc culturi de celule primare - fibroblaste de pui și rață, celule de rinichi de embrioni de porc, linii împletite VNK- , SPEV, PES, Vgo, precum și culturi de țesut de artropode (căpușe, țânțari) Embrionii de pui infectează în organism, amnios, sacul vitelin, pe CAO Indicarea virusurilor se realizează în RGA, conform CPD, formarea plăcilor, moartea șoarecilor, embrionii de pui Eritrocitele de gâscă sunt de obicei folosite pentru RGA Pentru a identifica virusurile izolate, PH este folosit ca fiind cel mai specific RTGA și RSK mai puțin specifice: fac posibilă identificarea antigenelor comune caracteristice anumitor grupuri de arbovirusuri RIF, RIA etc sunt folosite mai rar În cazurile în care un virus izolat nu poate fi identificat, este recomandabil să se studieze proprietățile fizico-chimice ale acestuia: dimensiunea virionilor, tipul de acid nucleic, prezența Tabelul Diagnosticul de laborator al infecțiilor cu arbovirus Tipul de studiu Scop Material Detectare infecție Identificare Diagnosticare rapidă Detectarea și identificarea hipertensiunii specifice virusului și a anticorpilor antivirali Sânge, țesuturi ale organelor interne, ser sanguin RIF, ROPHA, ELISA RIF, ROPHA, ELISA Virusolo- Izolare și tipi- Sânge, lichid cefalorahidian (cu șoareci care alăptează în Tremor, ataxie, PH, RTGA, RSK detectarea virusului în encefalită), țesuturi ale organelor interne (cu febră hemoragică), tampoane nazofaringiene (rar) creier și subcutanat, șoareci tineri în creier și intraperitoneal Embrioni de pui în amnios, sacul vitelin, pe membrana corioalantoică, în organism ( embrion) Culturi de celule de pui embrion, rinichi embrionar porcin, VNK- , Kew, SPEV, convulsii PES, paralizie, moartea animalului, precum și în RHA Mișcări lente ale embrionului, moarte, RHA Efect citopatic, apariția plăcilor, RHA, RGads (mai rar), RPG, ROPHA, ELISA Detectarea serologică a unei creșteri a titrului de anticorpi de ori sau mai mult, apariția anticorpilor (seroconversie) Seruri pereche obținute la debutul bolii și la - săptămâni după debutul acesteia piduri Aceste semne indirecte ajută la realizarea unei identificări preliminare "pre-serologice" a arbovirusurilor (Tabelul ) Un studiu cuprinzător al acestor proprietăți ne permite să facem o concluzie preliminară despre agentul patogen aparținând unuia sau altuia grup de arbovirusuri Studiul proprietăților agentului izolat include studiul patogenității sale pentru animale de laborator și culturi de țesuturi În scopul diagnosticului diferențial, se obțin seruri imune sau ascita imună Tabelul Identificarea arbovirusurilor după proprietăți fizico-chimice Caracteristică Metoda de determinare Note Dimensiunea virionului Tip de acid nucleic Compoziție chimică (conținut de lipide) Filtrarea suspensiei virale secvenţial prin filtre cu diametrul porilor de , și nm care conţin virus în cultura de ţesut Agitarea volumelor egale de suspensie virală şi eter timp de de minute la temperatura camerei și incubare la - °C timp de - ore deoxicolat de sodiu ( : ) și incubare timp de oră la °C Rezultatele reacției sunt evaluate prin diferența de titruri ale suspensiilor tratate și netratate Dimensiunile arbovirusurilor studiate variază de la la nm Majoritatea arbovirusurilor trec printr-un filtru cu un diametru al porilor de nm Toate arbovirusurile studiate conțin ARN; Virusul pestei porcine africane conține ADN Arbovirusurile sunt de obicei sensibile la eter sau deoxicolat de sodiu Insensibil la virușii eter sau deoxicolat din cazul african al cailor, limba albastră de oaie, viruși din grupul Kemerovo lichide împotriva virusului izolat și reacții serologice încrucișate cu acestea Dezavantajul unui studiu virusologic este durata acestuia (până la trei săptămâni), care permite doar un diagnostic retrospectiv Studiu serologic Serodiagnostica se bazează pe studiul serurilor de sânge pereche La alegerea unui antigen se ia în considerare situația epidemiologică și datele clinice Pentru a detecta o creștere a titrului de anticorpi ai arbovirusurilor hemaglutinante, se utilizează RTGA, pentru toate celelalte arbovirusuri se utilizează RSK și PH Dificultatea diagnosticului constă în faptul că circulația în focarul oricărui virus poate fi însoțită de producerea de anticorpi de grup împotriva virusurilor înrudite antigenic În astfel de cazuri, este recomandabil să folosiți RSK și PH, care sunt mai specifice decât RTGA Valoarea diagnostică are o creștere de ori sau mai mult a titrului de anticorpi într-una dintre aceste reacții Trebuie remarcat faptul că anticorpii de fixare a complementului persistă pentru o perioadă scurtă Pentru diagnosticul serologic al infecțiilor cu arbovirus se folosesc și RIF, RIGA (diagnostic antigenic), RONGA, RRG, ELISA și RIA Infecții enterovirale Enterovirusurile umane sunt membri ai genului Enterovirus din familia Picornaviridae Acestea includ virusurile poliomielitei ( serotipuri), Coxsackie A ( de serotipuri) *, Coxsackie B ( serotipuri), ECHO ( de serotipuri) ** și enterovirusurile umane - de serotipuri Enterovirusul provoacă conjunctivită hemoragică acută Virusul hepatitei A, anterior numărul în genul Enterovirus, este acum separat într-un gen separat, Hepatovirus, din familia Picornaviridae Genul Enterovirus include și virusuri animale (bovine, maimuțe, porci, șoareci) și insecte Enterovirusurile animalelor se caracterizează prin specificitatea speciei Enterovirusurile se caracterizează prin tropism de organe multiple și, prin urmare, provoacă leziuni diferitelor organe și sisteme la om: sistemul nervos central (encefalită, meningoencefalită, poliomielita, meningită), tractul gastrointestinal (diaree, hepatită, pancreatită) și tractul respirator (rinită) , faringită, pneumonie nou-născuți etc ), sistemul cardiovascular (miocardită, pericardită) De asemenea, este posibilă dezvoltarea durerii în gât herpetice, exantemului, stomei veziculoase * Koksaki A este identic cu ECHO ** ECHO este atribuit rinovirusurilor, ECHO este varianta Coxsackie A tită, mialgie și conjunctivită Diferiți enterovirusuri pot provoca aceleași manifestări clinice, în timp ce un enterovirus poate duce la dezvoltarea diferitelor sindroame clinice Materialul pentru studiu este fecale, tampoane din partea nazală a faringelui, lichid cefalorahidian, sânge, ser, conținut de vezicule, urină, lichid ascitic Sângele, lichidul cefalorahidian, țesutul măduvei spinării și medular oblongata, pons varolii, bucăți de intestine și conținutul acestora, bucăți de ficat, splină, plămâni, pancreas, miocard și ganglioni limfatici sunt prelevate din cadavru pentru examinare Materialul este luat în primele ore ale bolii, din cadavru - nu mai târziu de - ore de la moarte Sânge (aproximativ ml) pentru analiza virusologică și prepararea serului se ia pe stomacul gol la debutul bolii, iar apoi după - săptămâni (pentru a obține ser împerecheat) Fecalele ( - g) se colectează la intervale de - zile Se prepară o suspensie % în soluția lui Hank, se agită și se clarifică prin centrifugare timp de min la - rpm Supernatantul se tratează cu eter (se adaugă un volum egal de eter dietilic, amestecul se lasă la frigider sub dop din tifon de bumbac timp de - ore) și antibiotice Tampoanele rectale se pun într-o eprubetă cu - ml de soluție Hank sau Earl, se clătesc, se stoarce Materialul este centrifugat și tratat cu eter și antibiotice O spălare faringiană în volum de ml se obține prin gargară de două ori (cu un interval de minute) cu ser fiziologic steril sau apă distilată Se șterge peretele din spate al faringelui, amigdalele și arcadele palatine cu tampoane și se scufundă într-o eprubetă cu - ml de soluție Hank Materialul este centrifugat și tratat cu eter și antibiotice Lichidul cefalorahidian limpede steril (aproximativ ml) este utilizat pentru izolarea virusului fără tratament prealabil Lichidul cefalorahidian tulbure, precum și care conține eritrocite, este centrifugat Urina in volum de ml este luata intr-un vas steril in mijlocul actului de urinare si tratata cu antibiotice Probele din materialul secțiunii sunt măcinate într-un mortar steril, se prepară o suspensie % în soluție Hank, se centrifughează timp de - minute la rpm Materialul este tratat cu antibiotice - penicilină ( UI/ml) și streptomicina ( UI/ml) timp de ore la temperatura camerei, apoi este folosit pentru izolarea virusului O parte din material este congelată și depozitată la - °C Înghețarea și dezghețarea repetată este inacceptabilă, deoarece duce la inactivarea virusului Diagnosticare expresă Această abordare nu a găsit o aplicație largă în infecțiile cu enterovirus datorită particularităților patogenezei lor Este descrisă utilizarea RIF (pentru studiul celulelor lichidului cefalorahidian) Pentru infecțiile cu rotavirus, se utilizează EM și IEM (vezi subsecțiunea ) Izolarea virusului Studiul este realizat folosind culturi celulare și/sau șoareci albi de o zi (Tabelul ) Poliovirusurile (tipurile - ), majoritatea Coxsackie B, virusurile ECHO, unele tipuri de virusuri Coxsackie A ( , , , , ) când sunt propagate într-o cultură de celule de rinichi de maimuță prezintă CPD (vezi Fig ) Într-o cultură de celule renale embrionare umane, amnios Tabelul Metode de detectare și identificare a enterovirusurilor Material Sistem viu de infectare Specii (tipuri) de enterovirusuri Metoda de identificare Material clinic: fecale (tampoane rectale), tampoane nazofaringiene (tampoane), lichid cefalorahidian, sânge, conținut de vezicule, urină și Coxsackie - bucăți de organe interne, ficat, splină, plămân, miocard, ganglioni limfatici Culturi primare de celule de rinichi de maimuță, uman fibroblaste embrionare, culturi celulare transplantabile de Vego, Hela, HEp- , Culturi celulare Soareci sugari de o zi Poliovirusuri ( - ), Coxsackie B ( - ), virusuri ECHO, Coxsackie A (variabil) Virusuri Coxsackie din grupele A și B, poliovirusuri și alte enterovirusuri Viruși Coxsackie din grupele A și B PH cu amestecuri de seruri polivalente în culturi celulare și pe șoareci care alăptează; afilierea de tip a virusului - în PH cu ser monovalent; RPG, RIF, RSK RTHA cu eritrocite umane ( ) grupe sanguine, unele tipuri de enterovirusuri (inconsecvent) Date ale studiului patomorfologic celulele umane, diploide I - reproduc virusurile Coxsackie A ( , , , , , , ), ECHO ( , ) Majoritatea serotipurilor Coxsackie A se înmulțesc și provoacă CPP în cultura de celule RD (cultură din rabdomiosarcom uman) Pentru a izola virusurile Coxsackie, șoarecii nou-născuți sunt infectați în paralel cu culturile celulare Virusurile Coxsackie A pot fi izolate cu cel mai mare succes din materialul de la pacienți numai pe șoareci care alăptează de o zi, deoarece nu se înmulțesc în majoritatea culturilor celulare de maimuțe și oameni Șoarecii care alăptează sunt provocați intracerebral ( , ml), subcutanat ( , ml), intraperitoneal ( , ml) sau o combinație a celor două, urmată de observare timp de zile Odată cu dezvoltarea simptomelor clinice, se prepară o suspensie de % din creierul animalelor bolnave și din carcase pentru trecerea în continuare a virusului Luați și bucăți de țesut pentru examinare histologică Enterovirusurile sunt indicate prin CPE și formarea plăcii sub acoperiri cu agar sau bentonită (vezi subsecțiunea ), în cultura celulară, dezvoltarea paraliziei la șoareci care alăptează și moartea acestora, precum și prin proprietăți fizico-chimice: dimensiune mică, rezistență la solvenți grăsimi și valori scăzute ale pH-ului ( , ), stabilitate termică la °C în prezența clorurii de magneziu M Pentru identificarea enterovirusurilor se folosesc PH, RTGA, RSK, RPG, RIF cu seruri imune specifice tipului PH se efectuează în cultură celulară sau pe șoareci care alăptează conform metodei general acceptate (a se vedea subsecțiunea ) Identificarea tulpinilor de virusuri Coxsackie A, B și ECHO cu proprietăți hemaglutinante se realizează folosind RTGA utilizând antigene din culturi de celule infectate și o suspensie de % de eritrocite umane din grupul ( ) Pentru CSC, în loc de antiseruri, se folosește lichidul imun ascitic al șoarecilor, care are o anticomplementaritate mai scăzută RPG dă rezultate bune cu antigen concentrat de - de ori Metoda bentonită este utilizată pentru concentrarea enterovirusurilor La ml de lichid care conține virusul cultural se adaugă , - , % gel de bentonită în greutate uscată a sorbantului, pH-ul amestecului este ajustat cu soluție de HCI , N la , - , Amestecul este agitat timp de - minute, centrifugat la - rpm timp de - minute Precipitatul (virus-bentonita) se spală cu - ml apă distilată Virusul este eluat cu o soluţie tampon Tris , M (pH , ) cu agitare puternică timp de - minute Amestecul este apoi centrifugat si examinați supernatantul care conține virusul Această metodă vă permite să concentrați virusul de - de ori Studiu serologic Pentru serodiagnostic se folosesc PH, RSK, RTGA Valoarea diagnostică are o creștere de ori sau mai mult a titrului de anticorpi Rezultatele unui studiu serologic trebuie comparate cu datele virusologice, epidemiologice și clinice Pentru PH, de doze de virus sunt amestecate cu serul pacientului diluat de două ori La efectuarea PH-ului în culturi celulare, rezultatele sunt luate în considerare în ziua a - și a - , la șoareci care alăptează - în ziua a - RSK este utilizat pentru a diagnostica poliomielita Valoarea de diagnosticare este detectarea anticorpilor într-un titru de : și mai mult, precum și o creștere a titrului de anticorpi de patru ori sau mai mult RTGA pentru diagnosticul serologic al infecțiilor enterovirale este rar utilizat febra aftoasă Familia Picornaviridae include și virusul febrei aftoase (genul Aphtovirus), care provoacă boli la bovine și, mai rar, la oameni Virusul conține un ARN monocatenar liniar Materialul pentru studiu este conținutul veziculelor care apar la pacient pe piele (brațe, picioare și alte părți ale corpului) și membranele mucoase (limbă, cavitatea bucală, mai rar conjunctiva și organele genitale externe) Sângele se prelevează fără utilizarea anticoagulantelor la debutul bolii și după - săptămâni (seruri împerecheate pentru studii serologice) Diagnosticare expresă Pentru a detecta un antigen specific în frotiuri din conținutul veziculelor, frotiuri-amprente ale leziunilor aftoase, RIF este utilizat cu seruri omoloage serotipului endemic al virusului Izolarea virusului Virusul este izolat în cultura celulară de bovine, capre, hamsteri Se folosește și metoda de infecție intradermică (în pernuța piciorului) la cobai În decurs de - zile de la infecție, animalele dezvoltă o infecție generalizată neletală cu viremie și o erupție cutanată, mai întâi pe membrul afectat (la locul injectării) și apoi pe mucoasa bucală Sugarii de soareci la varsta de - zile sunt infectati in creier După - zile, la animale apare paralizia spastică și apare moartea Virusul izolat este identificat în PH, RSK, RIF prin metoda imunității încrucișate și patogenității pentru animale, diferențială fermentând cu virusuri ale stomatitei veziculoase și exantemului vezicular la porci FMDV este nepatogen pentru cai atunci când este aplicat pe membrana mucoasă a limbii; Virusul stomatitei veziculoase nu provoacă boală la vaci atunci când este infectat intramuscular, iar virusul exantemului vezicular porcin este nepatogen pentru vaci prin orice metodă de infecție Studiu serologic Serodiagnostica se bazează pe studiul serurilor pereche din PH, RSK cu serotipul FMDV care circulă în regiune Virusul este obținut din conținutul veziculelor de cobai infectați, de șoareci sugari infectați sau din culturi celulare Ca martor, pot fi utilizate seruri de la cobai imunizați sau în curs de recuperare PH este pus pe cultură celulară, șoareci care alăptează (infecție la creier), cobai (infecție în pielea tălpii) Pentru CSC, culturile de celule infectate și creierul de șoarece sunt folosite ca antigene Valoarea diagnostică are o creștere de ori a titrului de anticorpi Gastroenterita cu rotavirus S-a stabilit acum că rotavirusurile umane (o familie de reovirusuri) cauzează aproximativ % din gastroenterite la copii din țările dezvoltate economic Rolul etiologic al acestor virusuri a fost stabilit și în gastroenterita animală Materialul pentru studiu sunt fecalele pacientului Rotavirusul este detectat în mod regulat în fecale în primele până la zile de boală În a - -a zi de la debutul simptomelor bolii, cantitatea acesteia este maximă și ajunge la IO - particule virale la g de fecale Fecalele se colectează în flacoane sterile cu penicilină, care se umplu / , se sigilează cu dopuri sterile și se transportă în recipiente cu gheață care se topește Probele sunt procesate imediat după livrarea la laborator sau depozitate congelate Pentru studiile EM și virologice, se prepară o suspensie - % de fecale în soluția lui Hank Suspensia este centrifugată timp de de minute la rpm pentru a îndepărta particulele mari, supernatantul este transferat într-un flacon steril, se adaugă penicilină ( U/ml) și streptomicina ( U/ml) și se incubează timp de - ore la °C Diagnosticare expresă În probele de fecale prelevate în primele zile de boală, concentrația de particule virale ajunge la - /g sau mai mult, ceea ce face posibilă detectarea lor cu microscopia electronică Pentru a face acest lucru, aruncați supernatantul după centrifugare extractele fecale sunt contrastate cu acid fosfotungstic % (pH , ), se prepară un preparat și se microscopează la o mărire de x Cel mai utilizat IEM, care face posibilă nu numai detectarea virusului în fecale, ci și identificarea acestuia Pentru a face acest lucru, se amestecă , ml de ser imun într-o diluție : cu , ml dintr-o suspensie de fecale centrifugată % Amestecul este menţinut timp de oră la temperatura camerei şi ore la °C şi apoi centrifugat timp de minute la rpm Precipitatul este resuspendat în câteva picături de apă distilată, contrastat cu acid fosfotungstic % (pH , ) și privit la microscop electronic Preparatele au evidențiat agregate de virioni cu morfologie caracteristică Pentru diagnosticarea expresă, se utilizează o reacție de precipitare imună cu colorarea precipitatelor cu anticorpi fluorescenți Se prepară o suspensie % de fecale, se centrifughează și se trece printr-un filtru cu diametrul porilor de , μm Suspensia ( , ml) este amestecată cu , ml de ser imun diluat, amestecul este incubat timp de oră la °C și centrifugat timp de oră la rpm Peletul este resuspendat în , ml de tampon fosfat și se adaugă , ml de imunoglobulină fluorescentă După incubare timp de min, amestecul este centrifugat timp de min la rpm, precipitatul este resuspendat în tampon fosfat, aplicat pe o lamă de sticlă, acoperit cu o lamă și examinat sub o lentilă de imersie la microscop fluorescent Cele mai sensibile metode de detectare a antigenului rotavirus sunt RIA și ELISA Pentru ELISA, se adaugă µl dintr-o suspensie % de fecale în godeurile plăcilor de polistiren tratate cu anticorpi anti-rotavirus, se adaugă µl de ser fetal de vițel % cu , % tween- în fiecare godeu, incubat timp de h la °C, apoi godeurile sunt spălate de trei ori cu tampon fosfat Tween- și se adaugă pl de antiser rotavirus conjugat cu enzimă După incubare timp de oră la °C, godeurile sunt spălate și se adaugă substratul cromogen Rezultatele reacției sunt luate în considerare de intensitatea culorii substratului RONGA și RGadsTO sunt din ce în ce mai utilizate pentru diagnosticarea expresă a infecțiilor cu rotavirus Izolarea rotavirusurilor din fecale este complicată de lipsa culturilor de celule sensibile și a animalelor Studiu serologic Serodiagnosticul are ca scop detectarea anticorpilor specifici în seruri de sânge pereche luate în primele - zile de boală și la - zile de la debutul bolii Prezența anticorpilor este determinată de IEM, folosind ca antigen un preparat de fecale cu un conținut ridicat de particule de rotavirus sau un preparat de rotavirusuri animale în culturi de țesuturi cu trecere RSK este utilizat pe scară largă folosind suspensii preselectate de fecale de la pacienții cu gastroenterită sau rotavirusuri de animale ca antigen Se utilizează RTGA cu antigenul rotavirusurilor animale, RIF cu o cultură celulară infectată cu rotavirusuri animale (de obicei virusul diareei vițelului Nebraska), precum și RIA și ELISA Hepatita virala Hepatita A Conceptul de "hepatită virală" include afectarea ficatului cauzată de diferite tipuri de viruși, printre care pot fi herpesvirusuri, citomegalovirusuri etc Clasificarea modernă a virusurilor hepatotrope include opt tipuri diferite de viruși, notate prin abrevieri de la majuscule ale alfabetului latin de la A la G (de exemplu, HA V - virusul hepatitei A - virusul hepatitei A) și virusul TTV (virusul transmis prin transfuzie - un virus transmis prin transfuzie) Virușii TTV și HFV au fost puțin studiati Spectrul de virusuri hepatotropice și informațiile despre aceștia sunt actualizate și actualizate în mod constant Virusul hepatitei A (HAV) aparține familiei de picornavirusuri și este separat într-un gen separat Hepatovirus Materialul pentru studiu sunt fecalele pacientului Pentru a izola virusul, se prepară un extract de fecale - %, omogenizat în tampon fosfat (pH , ) Particulele mari sunt îndepărtate prin centrifugare cu viteză mică Virusul este concentrat prin combinarea centrifugării diferențiale cu extracția cu solvenți organici (cloroform), filtrarea prin agaroză (Sepharose CL- B) și centrifugarea prin densitate în clorură de cesiu Cea mai intensă izolare a virusului cu fecalele pacienților are loc cu câteva zile înainte de debutul manifestărilor clinice ale infecției (la sfârșitul perioadei de incubație), odată cu debutul unei infecții manifeste, conținutul virusului în fecalele scade progresiv Concentrația virusului poate fi IO sau mai mulți virioni în g de fecale Diagnosticare expresă Detectarea rapidă a virusului se realizează folosind IEM, RIA, ELISA IEM face posibilă detectarea particulelor virale în extractul fecal la o concentrație nu mai mică de /g Extractul ( - %) este amestecat cu ser specific într-un raport de : , incubat la °C, precipitat prin centrifugare la rpm timp de min, iar precipitatul este examinat la microscop electronic RIA în fază solidă constă din trei etape: a) adsorbția anticorpilor pe suprafața polivinilică a eprubetelor; b) legarea antigenului din extractul fecal de către anticorpi fixați; c) determinarea antigenului adsorbit folosind anticorpi specifici marcați cu iod radioactiv Prepararea anticorpilor marcați trebuie să conțină - atomi de iod radioactiv per moleculă de gamma globulină ELISA este foarte sensibil, permițând detectarea antigenului viral în extractul fecal folosind ser specific și antiser conjugat Izolarea și identificarea virusului Virusul este izolat prin infectarea animalelor sensibile (cimpanzei și maimuțe marmoset), precum și culturi de limfocite umane stimulate cu fitohemaglutinină, un filtrat fecal Antigenul viral din citoplasma hepatocitelor este determinat cu ajutorul RIF, acumularea virusului poate fi detectată și prin microscopie electronică Studiu serologic Serodiagnostica se bazează pe detectarea IgM specifice, care apar foarte precoce (concomitent cu creșterea nivelului enzimelor serice), precum și a IgG Pentru detectarea anticorpilor din clasele IgM și IgG, se folosesc IEM, RSK, RIA, ELISA PCR Metoda PCR în diagnosticul hepatitei A nu este utilizată pe scară largă, deoarece până la momentul căutării ajutorului medical la pacienți este deja posibilă detectarea IgM specifice prin ELISA Detectarea HA V prin PCR poate fi utilizată pentru diagnosticarea precoce a hepatitei la pacienții cu imunodeficiențe, atunci când titrul de anticorpi nu este determinat prin ELISA (ARN-ul HAV este utilizat ca țintă) Hepatita B Virusul hepatitei B (HBV) aparține genului Orthohepadnavirus din familia Hepadnaviridae Virusul conține trei antigene - HBsAg de suprafață și doi interni: HBcAg (nucleu) și HBeAg, care are proprietățile ADN polimerazei În corpul pacienţilor se formează anticorpi faţă de fiecare dintre antigeni în diferite stadii ale bolii: anti-R ?$, anti-R ?c şi anti-R A B Diagnosticare expresă În hepatita virală acută, AgHBs apare de obicei în serul sanguin al pacientului în timpul perioadei de incubație, cu - săptămâni înainte de modificări biochimice și creșterea activității aminotransferazei Trebuie menționat că HBsAg poate fi determinat doar la - % dintre pacienți, prin urmare un rezultat negativ nu exclude diagnosticul de hepatită virală B Există diferite metode de detectare a HBsAg în ser Cea mai simplă, cu specificitate mare, dar și mai puțin sensibilă decât alte metode (ELISA, RIA și RONGA), este RPG De asemenea, se utilizează contra imunoelectroforeză (RVIEF) Pentru a crește sensibilitatea acestor reacții, se recomandă concentrarea serurilor prin uscare într-un incubator la °C și apoi diluarea într-un volum mai mic de apă distilată Dintre metodele extrem de sensibile, RIM, RONGA și PCR sunt utilizate pe scară largă pentru diagnosticarea rapidă a hepatitei B Au fost dezvoltate mai multe metode pentru determinarea ADN-ului VHB (metoda de hibridizare, metoda de hibridizare amplificată de semnal, reacția în lanț a ligazei etc ), dar PCR este metoda cea mai utilizată Este considerat un arbitraj (metoda de referință) Acesta completează metoda de diagnosticare ELISA pentru infecții asimptomatice, cronice și mixte, în alte cazuri neclare PCR cantitativ este cel mai adesea utilizat pentru a evalua nivelul de viremie la pacienții cronici care primesc medicamente antivirale și pentru a determina eficacitatea terapiei Primerii servesc ca ținte pentru regiunile conservate ale genomului virusului (S și C) Studiu serologic RPG, RVIEF sunt folosite pentru a detecta anticorpi la antigenele R ?I Cele mai sensibile și specifice sunt RIA, ELISA și RIGA folosind eritrocite încărcate cu HBsAg Determinarea antigenelor HBV și a anticorpilor împotriva acestora este importantă nu numai pentru diagnosticarea hepatitei virale B, ci și pentru prezicerea rezultatelor acesteia, deoarece diferiți markeri HBV se găsesc în diferite stadii ale bolii Perioada de incubație se caracterizează prin prezența HBsAg în sânge, care persistă - luni, iar în cazurile cronice, mult mai mult În perioada acută a bolii apar HBcAg și HbeAg Acesta din urmă circulă în serul sanguin timp de - săptămâni, iar apariția sa în a - -a săptămână de boală este prognostic nefavorabil Stadiul de convalescență precoce se caracterizează prin dispariția HBcAg și HBcAg din serul sanguin și apariția în acesta a anti-R^c (în creșterea titrurilor), pot apărea și anti-R ?e În stadiul de convalescență târzie, în serul sanguin sunt detectați anticorpi împotriva tuturor celor trei antigene HBV Hepatita B cronică agresivă se caracterizează prin HBsAg și HBcAg circulant în sânge, titruri mari de IgM anti-HII?c (aceasta indică replicarea în curs a virusului) Când HBsAg este un purtător, în plus față de acest antigen, în ser sunt detectați anticorpi (anti-R/fc, anti-R&? IgM și anti-R ?c IgG la titruri mici, rar anti- /Fc) Cu această formă de hepatită, pe lângă particulele Dane, este adesea detectat un alt tip de particule virale - particule delta (sau antigen delta) O trăsătură caracteristică a particulelor delta este dependența reproducerii lor de reproducerea particulelor Dane Acestea sunt mici virusuri ARN a căror proteină de suprafață (capsidă) este reprezentată de HBsAg Ele se numesc HDV și vor fi discutate mai jos Alte hepatite Virusul hepatitei D (HDV) HDV este un virus defect care conține ARN din genul Deltavirus din familia Togaviridae Deoarece virusul conține o cantitate semnificativă de HBsAg HBV, nu se observă o infecție independentă cauzată de virusul hepatitei D Astfel, hepatita D apare doar pe fondul hepatitei B, complicând cursul acesteia Virusul hepatitei C (JICV) HCV este ARN genomic, inclus în genul familiei Flaviviridae Există serovari VHC, fiecare dintre ele se găsește predominant într-o anumită țară (de exemplu, tipul în SUA, tipul în Japonia) Virusul hepatitei E (HEV) HEV este un ARN-genomic, aparține genului Calicivirus din familia Caliciviridae Virusul hepatitei G (HGV) HGV-ul nu a fost încă clasificat clar În prezent, este atribuit în mod convențional familiei Flaviviridae Datorită dificultăților mari de izolare a tuturor virusurilor enumerate, diagnosticul serologic este practic singura metodă de diagnosticare a hepatitei În serurile de sânge pereche ale pacienților, IgM este detectată folosind ELISA, RIA, IEM, RIF Se recomandă imunoblotting recombinant pentru a exclude rezultatele ELISA fals pozitive Pentru virusurile hepatitei D, E și G, IgM poate fi detectată la până la zile de la debutul manifestărilor clinice La antigenele virusului hepatitei C, IgM este detectată în medie după luni IgG specifice virusului poate fi detectată pentru virusurile hepatitei D în - săptămâni, pentru virusurile E și G - la lună după boală În toate cazurile, o metodă eficientă de diagnostic expres este detectarea ARN viral în materialul de la pacienți folosind PCR și hibridizare moleculară ARN viral este detectat din prima zi de infectare PCR PCR este o metodă importantă pentru diagnosticarea infecției HCV-wh, care permite detectarea ARN viral în plasma sanguină deja în perioada de incubație, cu mult înainte de apariția anticorpilor, pentru a depista viremia la donatorii de sânge asimptomatici, pentru a evalua nivelul viremiei la pacienți, ceea ce este important pentru alegerea momentului cel mai favorabil pentru începerea terapiei antivirale și prognosticul infecției cronice În plus, PCR este singura metodă de a face distincția între o infecție trecută și una actuală ARN-ul HDV este detectat prin PCR în toate variantele de co- și suprainfectie cu participarea acestui virus (se examinează ser, plasmă sanguină, biopsii hepatice) Această metodă confirmă rezultatele ELISA, care pot fi discutabile în perioada de "mascare" zwM-HDV-IgG în compoziția complexelor imune Rabia Virusul rabiei aparține virusurilor care conțin ARN din genul Lyssavirus, familia Rhabdoviridae Cu rabie, sistemul nervos central este afectat, astfel încât diagnosticul bolii se bazează pe detectarea corpurilor Babesh-Negri (în hipocamp), a antigenului viral sau a virusului însuși în țesutul cerebral La examinarea unui animal care a provocat o mușcătură, prezența unui virus sau antigen viral în țesutul glandei salivare este determinată folosind RIF și o probă biologică Pentru a izola virusul în stadiile incipiente ale bolii, se utilizează lichidul cefalorahidian, sputa, urină și saliva de sub limbă Se colectează pe un tampon de bumbac, care se clătește cu câțiva mililitri de ICN steril și se stoarce La examinarea materialului în prima zi, probele sunt depozitate la °C Pentru transport, materialul este congelat și expediat în gheață carbonică Pentru depozitare pe termen lung (la - °C), se prepară o suspensie de % din material Diagnosticare expresă Cea mai comună metodă de cercetare este detectarea corpurilor Babesh-Negri în preparate de țesut cerebral folosind microscopia cu lumină Pentru a face acest lucru, examinați țesutul hipocampului, cortexul cerebral și cerebelul Lama de sticlă este apăsată ușor pe suprafața tăiată, amprenta este colorată conform Romanovsky-Giemsa, Turevich sau Muromtsev, uscată și microscopată (preparatul trebuie manipulat ca material infecțios) Corpii Babesh-Negri sunt observați în citoplasma neuronilor mari Sunt formațiuni sferice sau alungite de culoare roz-violet, de - µm, cu o structură internă vizibilă (vezi insertul color, Fig ) Virusul este detectat în preparatele creierului folosind microscopia electronică Antigen viral în țesutul cerebral, amprente sub glandele salivare mandibulare, mucoasa bucală sunt determinate în RIF folosind seruri luminescente hiperimune Izolarea virusului Pentru a izola virusul cu o suspensie de țesut cerebral și alte organe care au murit din cauza infecției umane, precum și cu lichidul cefalorahidian și saliva pacienților, sunt infectați șoarecii albi (de preferință cu vârsta de până la zile) Într-un caz pozitiv, șoarecii dezvoltă tremurături musculare, tulburări de coordonare, agitație sau paralizie Animalele mor de obicei în zile Pentru a confirma diagnosticul, creierele șoarecilor bolnavi sunt examinate pentru prezența corpurilor Babesh-Negri sau a antigenului virusului rabiei în RIF Identificarea se realizează folosind PH la șoareci Studiu serologic Pentru a detecta anticorpi în serul sanguin al pacienților care utilizează PH la șoareci RTGA, RSK, RIF, ELISA Aceste metode sunt, de asemenea, folosite pentru a determina nivelul de imunitate al oamenilor și animalelor după vaccinare Infecția cu HIV (sindromul imunodeficienței dobândite - SIDA) Agenții cauzali ai infecției cu HIV sunt virusul imunodeficienței umane ARN-genomic (HIV- , HIV- , prescurtare în engleză - HIV) din familia Retroviridae, subfamilia Lenti-viridae Diagnosticul de laborator al infecției cu HIV include indicarea HIV și a componentelor sale în materialul de la pacienți și detectarea anticorpilor antivirali în sângele pacienților și infectați cu HIV Izolarea virusului Când HIV este izolat de corpul pacientului, materialul este sânge (limfocite T periferice), biopsii de măduvă osoasă (leucocite), punctate din ganglionii limfatici, material seminal, lichid cefalorahidian, eventual saliva, material secționat Cultivarea virusurilor este extrem de dificilă datorită utilizării culturilor celulare greu de lucrat de limfocite R , celule MT- și MT- obținute din limfocite din vena ombilicală în timpul transformării cu virusul HTLV-\ Virușii sunt detectați în cultura celulară printr-o CPP pronunțată, formarea de simplaste sau folosind RIF, microscopie electronică Este posibil să se determine activitatea unei enzime specifice a retrovirusurilor - ADN-polimeraza dependentă de ARN (reverse transcriptază) Studiu serologic În diagnosticul de rutină, cele mai comune metode sunt studiile serologice, cu * care relevă anticorpi specifici în sângele pacienţilor În acest scop se folosesc ELISA, RIA, RIF ELISA se realizează printr-o metodă indirectă sau competitivă Reacțiile folosesc sisteme de testare care includ antigeni izolați din culturi de celule infectate sau obținuți folosind ADN recombinant Pentru a reduce numărul de rezultate fals pozitive ELISA, se recomandă efectuarea unei contabilități fotometrice folosind unde luminoase de diferite lungimi de undă, de exemplu, nm și nm Metoda de imunoblotare este foarte specifică pentru diagnosticul infecției cu HIV (vezi pct ) În acest caz, se efectuează separarea electroforetică a proteinelor virale, urmată de transferul lor pe o membrană de nitroceluloză Membrana este apoi tratată cu serul de testare Etapa finală a studiului este identificarea anticorpilor la diferite proteine HIV Pentru a face acest lucru, serurile etichetate anti-specie sunt adăugate în sistem Indicarea complexelor imune rezultate se realizează folosind ELISA sau RIA Rezultatele imunoblotării sunt considerate pozitive dacă sunt detectați anticorpi la anumiți antigeni virali: p , p I, precum și la Igp sau la gp Alte metode de cercetare Metodele biologice moleculare, în special PCR, sunt foarte sensibile și specifice Detectarea HIV în sânge prin PCR este posibilă în două moduri: analiza PCR a ADN-ului provirusului HIV integrat în genomul celulelor mononucleare din sângele periferic și analiza PCR a ARN-ului HIV, care face parte din virioni PCR calitativ pe ADN-ul provirus este folosit pentru a diagnostica infectia cu HIV, iar PCR pe ARN viral este folosit pentru a cuantifica concentratia HIV in sange pentru a prezice o infectie HIV deja stabilita Sensibilitatea PCR pentru ADN-ul proviral variază în prezent între și %, ceea ce se explică prin conținutul foarte scăzut de ADN proviral în celulele sanguine, precum și variabilitatea ridicată a HIV și distribuția geografică neuniformă a subspeciilor de virus În prezent, se lucrează pentru a selecta noi primeri care să permită detectarea mai eficientă a diferitelor subspecii și variante ale HIV infecții cu parvovirus Agenții cauzali sunt parvovirusurile - virusuri simple ADN-genomice ale eucariotelor (parvus - mici) În prezent, familia Parvoviridae include peste de viruși Pentru om, o singură specie este patogenă - parvovirusul ?- Provoacă patologie și moartea fătului, infecție inflamatorie a uterului, eritem infecțios al pielii, artropatie acută, vasculită, trombocitopenie, sindrom hemofagocitar, criză aplastică tranzitorie, sindrom petechial, infecții cronice la pacienții imunocompromiși, perarcardită cardiacă, miocardită , amiotrofie nevralgică, neuropatie a plexului brahial, hepatită Alegerea materialului pentru cercetare depinde de forma clinică a infecției cu parvovirus În orice caz, ser de sânge este luat pentru cercetare Studiu serologic Infecțiile cauzate de parvovirusurile ?- sunt asimptomatice în - % din cazuri În acest sens, în multe cazuri, diagnosticul poate fi stabilit doar prin metode de cercetare serologică care permit depistarea anticorpilor specifici: ELISA, imunoblot Sunt recomandate studii serologice repetate pentru a determina seroconversia De obicei, diagnosticul de infecție cu M se face la detectarea IgM la virusul M în ser (aproximativ zile de la debutul infecției) IgG specifice sunt detectate în decurs de luni sau mai mult Detectarea IgG la virusul M indică prezența imunității protectoare Utilizarea imunoblotării face posibilă evaluarea duratei infecției, deoarece anticorpii împotriva antigenului VP apar mai devreme decât anticorpii antigenului VPL Acest lucru este de mare importanță pentru determinarea momentului infecției la femeile gravide Un aspect important în realizarea studiilor imunologice este selectarea surselor de antigene pentru detectarea anticorpilor antivirali Sistemele comerciale de testare disponibile pentru detectarea anticorpilor IgM și IgG la virusul B- utilizează antigene recombinante, analogi ai proteinelor virusului VP și VP Trebuie remarcat faptul că utilizarea peptidelor sintetice reduce sensibilitatea metodei Diagnosticul se bazează pe nivelul de anticorpi la virusul M , manifestările clinice și starea sistemului imunitar al gazdei Izolarea virusului Atunci când se efectuează studii virologice, ar trebui să se țină seama de faptul că culturile de celule convenționale nu sunt potrivite pentru cultivarea M Se dezvoltă în culturi celulare de măduvă osoasă umană, splina fetală, sânge din cordonul ombilical și culturi de sânge periferic stimulate de eritropoietină Ieșirea virușilor în acest caz este nesemnificativă Identificarea virusului în cultura celulară se realizează prin identificarea proteinelor virale specifice (în principal în nucleul și partea periferică a citoplasmei) în RIF, precum și prin detectarea ADN-ului viral folosind PCR sau hibridizare ADN La Principala metodă de detectare a ADN-ului viral este PCR, care permite detectarea ADN-ului în serul sanguin, celulele mononucleare din sângele periferic, specimenele de biopsie ale sacului sinovial etc ADN-ul parvovirusurilor este determinat în perioada de incubație și faza acută a bolii Utilizarea PCR "cuibată" crește sensibilitatea detectării ADN-ului parvovirusului de de ori Cantitatea minimă de ADN detectată prin PCR este de - de fragmente Un rezumat al metodelor de diagnostic de laborator pentru infecțiile virale este prezentat în anexă SECȚIUNEA III MICOZA CAPITOLUL METODE DE DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIC Printre reprezentanții vastului regat al ciupercilor, există peste de specii de importanță medicală Inclusiv ciupercile perfecte și imperfecte, drojdie, asemănătoare drojdiei, mucegai și ciuperci dimorfe, clasificate ca specii patogene condiționat și necondiționat Ele provoacă o gamă largă de boli (de la defecte cosmetice ușoare până la infecții sistemice care pun viața în pericol), care, de regulă, au un curs cronic și o contagiozitate scăzută, caracterizată prin afectarea diferitelor țesuturi, organe și sisteme Pentru diagnosticarea micozelor se folosesc metode de cercetare microscopice (inclusiv histologice), micologice (culturale), alergice, serologice, experimentale, biologice moleculare și alte metode Având în vedere diversitatea morfologică a ciupercilor, precum și creșterea lentă a acestora, metodele morfologice de depistare și identificare a agentului patogen au un rol principal în diagnosticarea micozelor În funcție de manifestările clinice ale bolii, materialul de testat este: păr afectat, fulgi de piele, bucăți de unghii, cicatrici pe piele și unghii, puroi, spută, punctate ganglionilor limfatici, măduvă osoasă, organe interne, sânge, lichid cefalorahidian, suc gastric, bilă, fecale, bucăți de țesut obținute în timpul unei biopsii sau autopsii etc Materialul este prelevat, dacă este posibil, din focarul de infecție, sub rezerva regulilor de asepsie, cu penseta de epilare, bisturiu, ac de disecție , o lamă de ras, foarfece, o lingură Volkmann, o pipetă Pasteur etc Încearcă să nu ia materialul cu tampoane Pentru a examina mai bine zona afectată, puteți folosi o lupă, la pacienții cu microsporie - o lampă fluorescentă, în razele căreia părul afectat are o strălucire verde smarald Dacă se suspectează deteriorarea dermatofitului, unghiile sunt tratate cu etanol % pentru a inactiva și îndepărta microflora externă (asociată), tăiate și livrate la laborator într-un recipient uscat Materialul patologic trebuie luat într-o cantitate suficientă pentru examen microscopic sub formă necolorată și colorată, pentru inoculare pe medii nutritive sau infectare a animalelor de experiment, precum și alte studii De regulă, în paralel cu examenul micologic, se efectuează un examen bacteriologic al materialului patologic Daca este necesara transportul materialului la laborator, acesta se pune in eprubete sterile, recipiente, intre lame de sticla etc , indicandu-se in directie datele pasaportului pacientului, localizarea leziunii, data la care a fost prelevat materialul , și diagnosticul În ciuda faptului că mulți agenți patogeni ai micozelor sunt stabili în mediul extern, se recomandă păstrarea materialului într-o atmosferă umedă în prezența oxigenului și livrarea acestuia la laborator în termen de ore, mai ales dacă materialul este contaminat cu bacterii Cu agenți patogeni ai histoplasmozei, coccidioidomicozei și a altor micoze deosebit de periculoase, aceștia lucrează în laboratoare special echipate, cu respectarea regulilor speciale pentru prevenirea infecției de laborator și a răspândirii infecției examinare microscopica Examenul microscopic examinează materialul necolorat (nativ) și colorat Preparatele native sunt preparate din păr, răzuit de pe unghii, fulgi de piele și alte țesuturi, pre-tratate cu o soluție de KOH - % pentru a dizolva cheratina și a limpezi Orez Fulgi de piele într-un micropreparat nativ după tratamentul cu % KOH: săgeata arată hifele agentului cauzal al pecinginei medicament (fig ) De asemenea, puteți utiliza cloralactofen conform Aman (hidrat de cloral + fenol + acid lactic), lactofenol ( % fenol, % acid lactic, % glicerol, , % albastru de metilen) sau altă soluție Materialul se pune pe o lamă într-o picătură de KOH, se amestecă, se acoperă cu o lamă și se incubează timp de - minute la temperatura camerei, apoi se presează cu o lamă Pentru o clarificare mai pronunțată, preparatul este ușor încălzit sau se folosește o soluție de KOH cu dimetil pentru clarificare sulfoxid (DMSO): g KOH + ml % DMSO După prelucrare, preparatul este studiat într-un microscop cu lumină convențională (la o mărire de x, adesea cu condensatorul coborât) sau într-un microscop cu contrast de fază Dacă materialul de testat este lichid, acesta este centrifugat preliminar și se fac frotiuri din sediment Cu microscopia preparatelor native, este posibil să se determine locația caracteristică a sporilor fungici în părul afectat, miceliul în solzi de piele și răzuire de pe unghii, ceea ce permite laboratorului să dea o concluzie preliminară Concluzia finală despre specia ciupercii este dată numai după o examinare micologică a materialului Preparatele colorate se prepară, de regulă, dintr-un material cu consistență vâscoasă sau lichidă Este mai ușor de identificat elementele ciupercii în materialul colorat decât în preparatele native Cele mai utilizate metode de colorare sunt: Gram, Romanovsky-Giemsa, Gomory (argint metanamină), McManus (acid periodic și reactiv Schiff), Ziehl-Nielsen, Gram-Welsch, Wright, Leishman, lactofenol, lactofuchsin, Arabian Pentru colorarea dermatofitelor se folosesc metodele Saburo, Adamson, Hommerschmidt, Burke și altele Pentru diagnosticarea expresă, se folosesc metode speciale de colorare, deoarece colorarea conform Romanovsky-Giemsa sau Gram nu face întotdeauna posibilă identificarea celulelor fungice din material Dacă este necesar, se folosesc seruri imune luminiscente (RIF) Celulele fungice sunt de obicei Gram pozitive Colorația Gram ajută la identificarea celulelor bacteriene asociate și la detectarea capsulei din criptococi Colorarea cu cerneală Burri (negativă) dezvăluie celule Cryptococcus neoformans încapsulate în preparate de lichid cefalorahidian pentru meningita criptococică Colorația Romanovsky-Giemsa este utilizată pentru a detecta trofozoiții Pneumocystis carinii în spută și forma de drojdie a agentului cauzal al histoplasmozei în sânge sau în măduva osoasă (precum și colorația Wright) Pentru identificarea nocardiei și a altor ciuperci rezistente la acid, se utilizează metoda de colorare Ziehl-Nielsen sau metoda Hanks modificată Multe metode de colorare sunt descrise în detaliu în manuale speciale; iată rețetele pentru unele dintre ele Pata McManus (reacție Chic) Preparatul fixat în alcool absolut se tratează minute cu o soluție de acid iod %, se spală minute cu apă, se pune minute într-o soluție de fucsin bazic ( , g fucsin bazic se triturează în ml de etil) alcool și ml apă), apoi, clătind rapid cu apă, scufundat timp de minute într-o soluție de hidrosulfit de zinc ( g de hidrosulfit de zinc, , g de vin) acid, ml apă distilată) Se spală cu apă timp de minute, se deshidratează timp de minute în concentrații crescânde de etanol ( - - - %) și se clarifică în xilen timp de minute Ciupercile sunt pătate de purpuriu, fundalul frotiu este roz pal Pata Gram-Veliu Preparatul se degresează cu amestecul lui Nikiforov timp de de ore, se colorează timp de min cu violet de gențiană ( parte violet de gențiană + părți ulei de anilină), apoi se tratează timp de min cu un amestec de % soluție de iodură de potasiu și % soluție de peroxid de hidrogen ( : ) Sub controlul unui microscop, preparatul se decolorează cu o soluție % de anilină și se deshidratează cu alcool absolut Colorat cu lactofenol Se toarnă un frotiu pe sticlă timp de - de minute cu un amestec care conține părți de glicerol și parte de acizi carbolici, lactic și apă distilată Când se adaugă o soluție de % de albastru de metilen, ciupercile devin albastre deschis Colorat cu lactofucsin Frotiul se toarnă timp de - minute cu un amestec care conține , g fucsin acid la ml acid lactic Pe un fundal roz, elementele unei ciuperci albastre sunt clar vizibile Colorație arabă Un frotiu fixat peste o flacără se toarnă într-o cutie Petri cu hemateină Mayer ( g hemateină, ml alcool etilic ( %), alaun de potasiu %, ml apă distilată) și se pune timp de minute într-un termostat la °C Apoi vopseaua este scursă și preparatul este colorat cu eozină timp de minute (se adaugă picături dintr-o soluție alcoolică saturată de eozină la ml de apă), după care frotiul este spălat cu apă și tratat timp de - minute cu o soluție % de permanganat de potasiu Preparatul spalat cu apa este uscat si microscopic Sferulele agentului cauzal al coccidioidomicozei sunt colorate în roz gălbui, coaja este roz pal în centru și roz-violet la margini Metoda Saburo Solzii și părul se degresează mai întâi în cloroform, apoi se pun pe un pahar de ceas cu acid formic și se încălzesc până la fierbere Se spală bine în apă și se colorează timp de minut cu soluție apoasă saturată de albastru de metilen ( părți albastru de metilen, părți soluție de borat de sodiu %, părți apă distilată) Preparatul spalat in apa este deshidratat in alcool absolut, limpezit cu xilen si umplut cu balsam canadian metoda Adamson Limpezite timp de - de minute într-o soluție de KOH %, părul și solzii de piele se spală într-o soluție de alcool etilic %, se usucă și se colorează timp de - de minute cu violet de gențiană Timp de - minute se scufundă în soluția Gram, iar apoi timp de - ore - în ulei de anilină, după care se usucă cu hârtie de filtru și se umplu cu balsam canadian Metoda Hammerschmidt Materialul patologic fixat în amestecul lui Carnoy ( g acid acetic glacial, ml alcool absolut, ml cloroform) se tratează pe sticlă timp de min cu etanol % Preparatul este apoi spălat cu apă și scufundat timp de minute într-o soluție apoasă saturată proaspăt filtrată de bismarck maro Clătiți cu grijă cu apă, uscați în alcool ascendent concentrație sau în aer, clarificat cu xilen și umplut cu balsam canadian metoda Bernei După degresarea în amestecul lui Nikiforov, fulgii de păr și piele sunt colorați timp de min cu soluție Burke ( părți dintr-o soluție de borat de sodiu %, părți dintr-o soluție apoasă saturată de albastru de metilen și părți apă distilată) Apoi medicamentul este plasat într-o soluție lichidă proaspăt preparată de resorcinol, spălat cu etanol (fulgii de piele sunt tratați cu peroxid de hidrogen pentru albire), deshidratat cu alcool de concentrație crescândă ( - %), clarificat cu xilen și umplut cu balsam canadian metoda lui Besson După degresarea pielii cu eter, pe zona afectată se aplică o bandă de celofan lipicios (bandă adezivă) și se apasă cu degetul Apoi banda este îndepărtată, clătită cu benzen și așezată cu partea lipicioasă pe o lamă de sticlă degresată cu grijă Pentru a obține un preparat colorat, o fâșie de celofan, după ce a fost îndepărtată de pe piele, se scufundă timp de - s în soluția Burke, se spală rapid cu apă și de două ori în alcool absolut, apoi în benzen și se lipește pe o lamă de sticlă Uneori, înainte de a aplica o fâșie de celofan lipicios, pielea se vopsește timp de - cu câteva picături de colorant (excesul se îndepărtează cu hârtie de filtru) Metoda Hanks modificată După pregătirea frotiului și fixarea acestuia în flacăra arzătorului, se toarnă peste el o soluție de fuchsin carbolic și se incubează timp de minute Apoi vopseaua este scursă, frotiul este umplut cu etanol % și frotiul este imediat spălat cu apă Pentru a decolora fundalul, pe frotiu se aplică acid sulfuric %, după care frotiul se spală bine cu apă Pentru a contrasta fundalul, frotiu este colorat cu , % albastru de metilen (în % etanol) timp de min Nocardia spp iar alte ciuperci rezistente la acid sunt pătate de roșu visiniu, fundalul este albastru Cea mai acceptabilă metodă de colorare a preparatelor histologice este metoda Gomori, care permite detectarea elementelor ciupercii în țesuturi Metoda de microscopie luminiscentă directă are o sensibilitate ridicată (fluorocromul introdus în timpul tratamentului preparatului se leagă de polizaharidele peretelui celular al ciupercii, oferind apoi o strălucire strălucitoare a celulei sub iradiere ultravioletă) O metodă foarte specifică pentru detectarea ciupercilor în țesuturi este utilizarea RIF directă bazată pe anticorpi monoclonali marcați cu fluorocrom Cercetare micologică Studiul micologic (cultural) are ca scop izolarea unei culturi pure a ciupercii și identificarea acesteia Culturile sunt produse pe medii nutritive dense și lichide, neselective și selective: Sabouraud, agar de must, Chapek, porumb, ri bufniță, agar de cartofi, Francis, Polacci, etc Ciupercile cresc bine și pe unele medii pentru bacterii - sânge, ciocolată, agar inimă-creier, mediu cărbune-drojdie Ele, ca și agarul de cartofi cu glucoză, sunt folosite pentru izolarea ciupercilor din materiale "sterile" (sânge, lichid cefalorahidian, specimene de biopsie etc ) iar incubarea se realizează mai mult timp Pentru a pregăti medii selective, antibiotice se adaugă la cele neselective (levomicetina - - , streptomicina - , penicilină - μg / ml etc ), precum și coloranți (Rose Bengal, etc ) sau dezinfectanți Deci, pentru izolarea ciupercilor din materialele contaminate cu bacterii se foloseste agar Sa-bouraud cu glucoza, la care se adauga penicilina si gentamicina sau gentamicina si cloramfenicol Agar cromogen CHROM este utilizat pe scară largă în străinătate pentru diferențierea primară a ciupercilor Conține substraturi cromogene, care, atunci când sunt expuse la una sau alta enzimă fungică, sunt scindate pentru a forma compuși colorați Ca urmare, coloniile de diferite ciuperci pe agar CHROM diferă ca culoare: alb, crem, galben, maro, negru, roz, roșu etc Medii de cultură pentru dermatofite și alte ciuperci Agar Sabouraud (g/l): maltoză (glucoză) - , peptonă - , agar-agar - - Sterilizare la HO - °C la , atm timp de min, pH după sterilizare , - , Pentru a conferi proprietăți selective, în mediu se introduc cloramfenicol ( μg/ml) sau alți agenți antimicrobieni Se folosește pentru însămânțarea primară a materialului studiat Bulion Sabouraud (nu conține agar-agar) Este folosit pentru cultivarea ciupercilor la fabricarea preparatelor antigenice Agar de must La ml de must de bere (cu - % carbohidrati conform lui Kalling) se adauga - g agar-agar Sterilizare la - ° C timp de minute, pH după sterilizare , - , Este utilizat, ca și agar Sabouraud, pentru inocularea primară a materialului de testat Agar dermatofite, agar DTM (g/l): glucoză - , peptonă - , roșu fenol - , , agar-agar - Sterilizare la °C ( atm) timp de min, pH după sterilizare , - , Pentru a conferi proprietăți selective, în mediu sunt introduse următoarele: cicloheximidă ( , %) pentru a suprima creșterea majorității ciupercilor saprofite, clortetraciclină și gentamicina ( μg / ml) pentru a suprima creșterea bacteriilor gram-pozitive și gram-negative, inclusiv Pseudomonas aeruginosa Se folosește pentru însămânțarea primară a materialului studiat Medii pentru creșterea mucegaiurilor și a drojdiilor Agar Czapek-Dox (g/l): zaharoză - , azotat de sodiu - , fosfat acid de potasiu - , sulfat de magneziu - , , clorură de potasiu - , , sulfat de fier - , , agar-agar - Sterilizare la - °C timp de min, pH după sterilizare , - , Acest mediu sintetic este utilizat pentru cultivarea ciupercilor, studiul chlamydosporilor la ciupercile Candida și morfologia Aspergillus Medii diferențiate Agar de porumb (g/l): făină de porumb - , glucoză - , agar-agar - Sterilizare la o temperatură de - ° C timp de minute Folosit pentru a detecta pigmentul roșu la Trichophyton rubrum și chlamydospores la Candida albicans Mediul Gorodokov (g/l): apă de carne - ml, peptonă - , clorură de sodiu - , glucoză - , , agar-agar - Sterilizare la HO - °C timp de de minute Folosit pentru a detecta ascosporii din drojdie Mediu de orez (g/l): orez decojit - , manitol - , £-serină - , sulfat de sodiu - , agar-agar - Sterilizare la - ° C timp de de minute, pH după sterilizare , Folosit pentru a detecta chlamydospori în organismele asemănătoare drojdiei Bulion de orez după Blinov g de orez decojit se fierb în litru de apă distilată timp de de minute, se trec printr-un filtru de hârtie și filtratul se aduce la ml cu apă distilată, g manitol, g serină, g sulfat de sodiu, Se adaugă g agar-agar Mediul preparat este clarificat cu ser de cal ( ml la ml mediu) Sterilizează la - °C timp de de minute Agar din cartofi g de cartofi rasi se infuzeaza in litru de apa de la robinet timp de ore la temperatura camerei, se adauga g de agar-agar, se fierb - minute, se filtreaza, se toarna in eprubete de - ml si se sterilizeaza la ° C timp de min Agar-glucoză din cartofi diferă prin faptul că se iau g de cartofi pasat și după filtrarea mediului se adaugă g de glucoză Sterilizează ca mediu al lui Sabouraud Agar-drojdie de malț cu glucoză (g/l): peptonă - , extract de drojdie - , extract de malț - , glucoză - , agar-agar - Sterilizat la ° C timp de minute, pH după sterilizare , Pentru a conferi proprietăți selective după sterilizarea mediului, pH-ul este ajustat la sau se adaugă antibiotice Cultivarea ciupercilor se efectuează, de regulă, la - ° C timp de - săptămâni Dacă ciupercile sunt în culturi mixte, culturile lor pure sunt obținute după cernerea în colonii izolate pe agar sânge sau după tratament cu acid clorhidric (pentru a ucide bacteriile) În acest din urmă caz, cultura ciupercii se inoculează în eprubete cu ml bulion Sabouraud cu glucoză, la care se adaugă , și respectiv picături de soluție de HCI N După - de ore de incubare la °C, , ml de bulion se pun pe agar Sabouraud cu glucoză Culturile izolate ale ciupercii sunt identificate prin aspectul și forma coloniilor, consistența lor, culoarea, capacitatea de a crește la ° C, structura microscopică - natura ramificării miceliului și prezența septelor în acesta, localizarea conidioforilor, sporilor, precum și semnele biochimice și alte semne Dimensiunile ciupercilor sunt determinate cu ajutorul unui micrometru ocular Unele ciuperci sunt studiate pentru capacitatea de a fermenta și de a asimila materia organică Pentru a studia dezvoltarea miceliului în dinamică, se utilizează metoda microculturii Examen serologic, alergologic, biologic, histologic Studiu serologic Testele de aglutinare, precipitare, fixare a complementului, hemaglutinare indirectă, ELISA, imunobblotare sau imunofluorescență sunt efectuate pe antigene de la ciuperci prin metode convenționale utilizate pentru a diagnostica alte infecții Cercetări alergologice Testele alergice se efectuează prin administrarea intradermică a alergenilor corespunzători (suspensii din ciuperci omorâte, filtrate de cultură, polizaharide și fracții proteice din celule sau membrane celulare ale agenților patogeni) Rezultatele sunt luate în considerare pe un sistem cu cinci puncte după de minute (imediat) și după - de ore (reacții întârziate) În plus, testele imunologice in vitro sunt folosite pentru a detecta sensibilizarea micotică a organismului degranularea bazofilelor (sânge și țesut), alte teste de hipersensibilitate de tip imediat (vezi subsecțiunea ), iar în cazul hipersensibilității de tip întârziat, reacția de inhibare a migrației fagocitelor, transformarea blastică a limfocitelor etc (vezi subsecțiunea) ) Cercetare biologică Infecția animalelor de experiment (șoareci, șobolani, hamsteri, iepuri, cobai, câini, pisici) se efectuează pentru a izola o cultură pură a ciupercii, a studia proprietățile patogene ale agentului patogen și a testa noi medicamente Materialul este administrat animalelor prin diverse metode: cutanat, intradermic, subcutanat, intramuscular, intraperitoneal, intravenos, intracardiac, intracerebral, cu gheare, oral, intratraheal Rezultatele sunt luate în considerare prin natura culturii izolate, datele autopsiei, examenul histologic pentru prezența ciupercii și reacția macroorganismului Examen histologic Această metodă vă permite să detectați ciuperca în țesuturi, să studiați morfologia acesteia și caracteristicile procesului patologic cauzat de aceasta în organism Materialul pentru studiu sunt țesuturi obținute prin biopsie și autopsie Pentru diagnosticul micozelor se folosesc metodele obișnuite de examinare histologică, descrise în ghiduri speciale Secvența etapelor studiului este descrisă în secțiunea privind diagnosticarea de laborator a micozelor individuale PCR Au fost dezvoltate sisteme de testare PCR pentru a detecta până la de specii de ciuperci, inclusiv toate speciile importante din punct de vedere clinic De exemplu, sistemele de testare pentru detectarea ADN-ului Candida albicans pot detecta - de celule patogene la µl de material biologic Folosind amprenta ADN-ului genomic în PCR, se realizează și tiparea tulpinilor de C albicans Au fost propuse sonde PCR directe pentru detectarea T rubrin și C neoformans în materialul clinic Anumite dificultăți în utilizarea PCR în clinică sunt asociate cu reacții fals pozitive din cauza prezenței temporare a mucegaiurilor (de obicei aspergillus) în tractul respirator Rezultate semnificativ mai fiabile în infecția cu Aspergillus au fost obținute prin PCR cu ser sau plasmă Pentru detectarea rapidă a diferitelor specii de Aspergillus în sânge și secreții bronșice, a fost propusă o nouă variantă PCR în două etape extrem de sensibilă cu două perechi de primeri imbricați Este, de asemenea, utilizat pentru a identifica și diferenția tulpinile de agenți patogeni paracoccidioidomicoză (Paracoccidioides brasiliensis) și histoplasmoză (Histoplasma capsulatum) CAPITOLUL DIAGNOSTICUL MICROBIOLOGIC AL INFECTIILOR SELECTATE L Candidoza Agenții cauzali ai candidozei sunt ciupercile asemănătoare drojdiei Candida albicans și alți reprezentanți oportuniști ai genului Candida Ele diferă de alte ciuperci prin prezența pseudomiceliului, care se formează prin alungirea celulelor mature (blastospori) Candida afectează adesea copiii slăbiți și persoanele predispuse (care suferă de disfuncții ale sistemului imunitar, pe fondul patologiei endocrine, terapiei imunosupresoare și hormonale, SIDA, cu macerare a pielii și contact prelungit cu zaharuri, exogene, inclusiv infecții nosocomiale, este de asemenea remarcat); ele pot fi activate în timpul disbacteriozei, care apare ca urmare a utilizării iraționale a antibioticelor Cel mai frecvent agent cauzal al candidozei - Candida albicans - cauzează aproximativ % din cazurile bolii și apare în aproape toate formele locale și este, de asemenea, principalul agent cauzal al candidozei sistemice Mai rar, candidoza este cauzată de alți membri ai genului - Candida tropicalis, Candida parapsilosis și Candida glabrata În acest sens, la diagnosticare, este important să se efectueze o detecție țintită a ciupercilor Candida albicans Diagnosticul de laborator al candidozei constă în identificarea agentului patogen prin microscopie, izolarea și identificarea unei culturi pure a ciupercii, detectarea AG sau NK a acesteia în material, precum și metode de imunodiagnostic (serologice) reacții, teste alergice) Când pielea este deteriorată, materialul pentru cercetare este solzii și răzuirile sale de pe unghii, scurgeri purulente și filme din membrana mucoasă a buzelor și a cavității bucale, vagin, uretra, canalul auditiv extern și, de asemenea, din conjunctivă În forma viscerală a bolii, sunt supuse examinării sângele, lichidul cefalorahidian, spută, fecale, urină, bilă, frotiuri din mucoasele, bucăți de țesut (probe de biopsie), puncția abcesului Sângele din inimă și bucăți de organe interne sunt prelevate din cadavre pentru examinare Microscopie Examenul microscopic include studiul preparatelor necolorate și colorate Fulgii de piele, răzuirea unghiilor, țesuturile necrotice se pun într-o picătură de KOH, se încălzesc ușor peste o flacără de arzător timp de min, se amestecă și se acoperă cu o lamă (vezi capitolul ) Materialul de consistență lichidă poate fi adăugat la un amestec de glicerină-alcool sau la un amestec de glicerină cu soluție Lugol (pentru membrane contrastante și bulgări de glicogen) Mai întâi microscopic cu un obiectiv x, apoi x Preparatele prezintă celule asemănătoare drojdiei rotunde sau ovale, cu dimensiuni cuprinse între și microni și pseudomiceliu lung de - microni sau mai mult (Fig ) Pentru a studia preparatele colorate, se prepară un frotiu subțire pe o lamă de sticlă, se usucă la aer și se fixează cu alcool metilic sau amestecul lui Nikiforov Potrivit lui Gram, Candida colorează violet închis, uneori cu o parte centrală roz a celulei; substanță La examinarea țesuturilor, un semn important din punct de vedere diagnostic este detectarea așa-numitei creșteri invazive (prezența în țesut a filamentelor ramificate de pseudomiceliu de ciuperci înconjurate de leucocite) Diferențierea cu ciuperci patogene din materialul de testat se realizează și folosind RIF Orez Ciuperci asemănătoare drojdiei Candida albicans într-un preparat nativ după cultivarea pe agar de porumb: - miceliu adevărat; - chlamydospore; - pseudomiceliu; - bla Cercetare micologică Izolarea unei culturi pure se efectuează pe medii dense - Sabouraud, agar must, agar Candida sau altele Pentru a suprima creșterea bacteriilor asociate, la aceste medii se adaugă penicilină, streptomicina sau alte medicamente antibacteriene Culturile se cultivă la °C Coloniile de Candida după - zile au dimensiuni medii, de culoare galben-albicioasă și au o suprafață mată, pe măsură ce cresc, capătă o nuanță sidefată și apare o elevație în formă de cupolă (amintește de picăturile de smântână sau maioneză) O cultură pură izolată este semănată în medii lichide - bulion de cartofi, morcovi-cartofi etc , pentru a detecta pseudomiceliul În mediile nutritive lichide, Candida formează o turbiditate sau sediment uniform, adesea o peliculă pe suprafața mediului Cu rezultate pozitive, pseudomicelia poate fi detectată în a - -a zi, uneori în a - -a zi de cultură și mai târziu (folosește o lentilă cu o mărire scăzută) Împreună cu pseudomiceliul, aceste ciuperci au miceliu adevărat (de exemplu, atunci când cresc pe agar de porumb) Principalele caracteristici morfologice ale agentului cauzal al candidozei sunt prezentate în fig Pentru identificarea speciilor de ciuperci din genul Candida se determină tipul de filamentare, prezența chlamydosporilor și se studiază activitatea enzimatică O trăsătură distinctivă importantă și, în același timp, ușor de identificat a ciupercilor C albicans este capacitatea de a forma tuburi de creștere - excrescențe tubulare ale blastosporilor (un semn al PT) C test cu tub de creștere albicans Materialul din colonia de ciuperci este transferat cu un aplicator de lemn în , ml de ser steril de vițel (serul poate fi păstrat congelat până la luni) După prepararea suspensiei celulare în ser, tuburile sunt plasate într-un termostat la ± °C timp de , - , h Apoi se prepară un preparat de picătură zdrobită din amestec și se microscopează cu un obiectiv de x Ca un pozitiv Orez Tubul de creștere Candida albicans (stânga) și blastosporul Candida tropicalis alungit (dreapta) se folosește tulpina de control (PT+) Candida albicans AT CC , iar ca martor negativ (PT-) - Candida tropicalis ATCC Tuburile de creștere diferă prin faptul că nu au punte sau îngustare la joncțiunea cu blastosporul, sunt mai subțire decât blastosporele sau pseudomiceliul la C tropicalis (Fig ) Acest test este utilizat pentru o identificare rapidă, indicativă a C albicans Culturile de C albicans care nu formează tuburi de creștere (PT-) sunt de obicei avirulente Pentru determinarea chlamydosporilor, culturile sunt inoculate pe medii "foame" (orez, agar Chlamydospore etc ) si incubate in conditii de temperatura scazuta si/sau concentratie redusa de oxigen De exemplu, agarul Chlamydospore topit este turnat într-un strat subțire pe o lamă de sticlă; după întărire, cultura de testare se aplică pe suprafața sa sub forma mai multor mișcări paralele Apoi o parte din curse sunt acoperite cu o lamă și incubate la - °C timp de - zile Culturile sunt studiate la microscop, notând în apropierea marginii lamei aspectul la capetele miceliului de chlamydospori - formațiuni mari cu dublu circuit cu conținut granular Pentru diferențierea cu alte ciuperci, culturile sunt testate pentru prezența unei capsule și activitatea ureazei (candida este absentă), și se determină capacitatea de a asimila și fermenta carbohidrații (glucoză, maltoză, zaharoză, galactoză etc ) În străinătate, pentru studiile de screening pe C albicans se folosesc discuri speciale cu substraturi cromogene, care permit depistarea enzimelor specifice acestui tip de ciuperci: £-prolineamino-peptidaza şi ( -galactosamidaza Discul este adus în test) tub pentru testare și umezit cu picătură de apă demineralizată, apoi se aplică o cultură zilnică a ciupercii crescute pe agar Sabouraud cu glucoză și se incubează timp de de minute la ° C Apoi se adaugă picătură de soluție de hidroxid de sodiu , % în eprubetă și se dezvoltă o culoare galbenă (indică activitatea £-prolinaminopep În plus, dacă se adaugă picătură de reactiv aldehidă cinamică, în minut se dezvoltă o culoare roz-roșu, indicând activitatea ( -galactosamidazei) C albicans Studiu serologic Serodiagnosticul se realizează de obicei cu forme viscerale de candidoză Include RSK, RA, ELISA și alte reacții care sunt efectuate cu seruri pereche conform metodelor general acceptate Rezultatele studiului sunt considerate pozitive cu o creștere a titrului de anticorpi în dinamica bolii Antigenii pentru aceste reacții sunt preparați dintr-o cultură de Candida, de preferință dintr-o tulpină auto Pentru CSC se iau - antigene diferiți (fracțiunea polizaharidă a culturii de ciuperci, antigene precum lizate sau dezintegranți ultrasonici) Când pro- în RA, este mai bine să folosiți o suspensie a unei culturi vii a ciupercii la o concentrație de miliarde de celule la ml RIGA și VIEF au sensibilitate ridicată Pentru serodiagnosticul candidozei, de regulă, nu se utilizează una, ci două sau trei reacții, ceea ce crește fiabilitatea diagnosticului Cercetări alergologice Când se efectuează un test alergic, se utilizează un alergen candidal standard - o suspensie de celule fungice ( milioane în ml), încălzită la ° C timp de ore Alergenul într-un volum de , ml este injectat intradermic, pentru copiii slăbiți se diluează de ori Rezultatele reacției (hiperemie, papule) sunt luate în considerare după - de ore Datorită sensibilizării pe scară largă la antigenele fungice, testul de alergie are valoare diagnostică limitată, dar poate servi ca un indicator al eficacității răspunsurilor imune individuale la antigenele fungice Candida PCR Utilizând amplificarea unui fragment de ADN specific speciei de C albicans, acest microorganism este detectat în PCR după ore de la începerea analizei probei clinice Alte micoze oportuniste Agenții cauzali ai acestor boli includ ciuperci oportuniste din genurile Aspergillus, Repisiiiit, Rhizopus, Rhizomucor, Pneumocystis etc Aceștia provoacă o gamă largă de boli la indivizii predispuși, care pot varia ca severitate, localizarea procesului și severitatea în funcție de natura și gradul de imunodeficiență până la infecții sistemice care pun viața în pericol Principalul agent cauzator al aspergilozei este Aspergillus fumigatus, alte specii (Aspergillus niger, Aspergillus flavus) sunt mai puțin frecvente Unele specii de aspergillus (Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus) produc aflatoxine, care sunt foarte toxice și cancerigene, care pot provoca aflatotoxicoză Agenții cauzali ai penicilozei includ Repіciііііt marneffei, mai rar alte tipuri de peniciloză Agenții cauzali ai zigomicozei (mucoroză, mucomicoză) sunt Absidia corymbifera, Rhizopus arrhizus, Rhizopus microsporus și alte ciuperci Agentul cauzal al pneumocystis este Pneumocystis carinii Micozele de mucegai se întâlnesc cel mai adesea la muncitorii de la berărie care au contact cu cereale mucegăite, încărcătoare de cereale, morari, muncitori din industria silicaților, fabrici de țesut, sfoară și frânghie, îngrășători de porumbei etc , precum și la persoanele care inhalează constant legume praf, care conțin spori fungici Aflatoxicoza este cauzată de consumul de cereale * pe, nuci și alte materiale alimentare cu aflatoxine acumulate în ele în timpul vegetației ciupercilor de mai sus din genul Aspergillus Materialul de cercetare în micozele oportuniste este spută, puroi, bucăți de țesut din organele afectate etc Microscopie Pentru a dezvălui structura ciupercii (cap, miceliu, sterigmata cu spori), examinarea microscopică a preparatelor native și colorate se efectuează cu un sistem uscat (a se vedea insertul de culoare, Fig ) Cercetare micologică Pentru a izola o cultură pură a ciupercii, se fac inoculări pe mediu Sabouraud și alte medii micologice Coloniile rezultate sunt identificate după proprietăți morfologice, culturale și biologice (vezi insertul color, Fig ) Cercetări imunologice Pentru detectarea anticorpilor în serul sanguin, se folosesc reacții serologice - RP, RSK, ELISA etc Testele alergice cu antigenele corespunzătoare sunt utilizate ca metode de diagnosticare auxiliare Cea mai fiabilă în diagnosticul de laborator al acestor micoze ar trebui luată în considerare obținerea unei culturi a agentului patogen în studiul probelor de biopsie sau puncție din leziuni închise (abcese, zone inflamatorii ale țesuturilor), depistarea repetată a unei ciuperci din aceeași specie în mod semnificativ concentrații în combinație cu date clinice și epidemiologice, patomorfologice și imunologice Aspergillus poate fi testat pentru toxicitate prin infectarea cobai sau iepuri, dar mai frecvent, aflatoxinele sunt identificate în extracte prin metode cromatografice Au fost dezvoltate metode de diagnosticare prin PCR a micozelor oportuniste (aspergiloză etc ) Dermatomicoza Agenții cauzali ai pecinginei sunt ciupercile oportuniste din genurile Microsporum (microsporia), Trichophyton (tricophytosis, favus), Epidermophyton (epidermophytosis), etc În condiții adecvate, pot afecta scalpul, pielea, unghiile În funcție de localizarea procesului, se examinează părul, fulgii de piele, răzuirea din straturile profunde ale unghiei și scuturile favore Microscopie Pentru examinarea microscopică, părul, fulgii epidermici sunt prelevați, zdrobiți și adăugați într-o picătură de soluție de hidroxid de potasiu - % pe o lamă de sticlă Medicamentul este încălzit până când apar vapori sau lăsat timp de - de minute Orez Trichophyton schonleinii în interiorul părului unui pacient cu favus (răzuire de pe unghii - timp de - ore), apoi acoperit cu o lamă și microscopat la mărire mică În cazul Microsporum caniș, părul este parcă învăluit într-o teacă de celule foarte mici dispuse mozaic Când este apăsat, capacul se prăbușește și miceliul și grupurile de spori aranjate aleatoriu (mozaic) sunt vizibile în interiorul părului Cu forma superficială de trichophytosis, sporii de Trichophyton violaceum sunt vizibili în interiorul părului, localizați pe lungimea acestuia sub formă de rânduri sau lanțuri (tip endothrix) Cu tricofitoză profundă, sporii se găsesc atât în interiorul, cât și în exteriorul părului (tip ectothrix) Părul afectat de agentul patogen favus (Trichophyton schonleinii) conține, pe lângă miceliul septat și neseptat și bulele de aer, o varietate de elemente: hife ramificate asemănătoare coarnelor de cerb sau candelabre, hife rotunde și patrulatere etc (Fig ) Cu epidermofitoză, filamente groase ale ciupercii se găsesc printre celule în fragmente de epidermă Cercetare micologică Semănarea materialului face posibilă, pe baza studiului proprietăților culturale, determinarea genului de ciuperci care provoacă dermatomicoză Materialul de testat este inoculat pe un mediu solid (de exemplu, agar Sabouraud cu glucoză, gentamicină și penicilină sau agar Sabouraud cu lizat de drojdie %, albastru de metilen și streptomicina) Pentru a face acest lucru, părul sau solzii sunt zdrobiți și - bucăți sunt transferate pe suprafața mediului într-o eprubetă, care este incubată la °C sau la temperatura camerei După - săptămâni de la însămânțare, se formează colonii tipice ca morfologie, consistență și culoare Pe baza studiului structurii coloniilor și a datelor lor microscopice, se determină tipul de ciupercă La diagnosticarea microsporiei se folosește o lampă fluorescentă Wood, în ale cărei raze ultraviolete părul afectat strălucește verde-albăstrui Studiu serologic Pentru diagnosticul serologic al formelor viscerale (generalizate) de dermatomicoză, RA, RP, RSK cu serul pacienților și antigenele corespunzătoare sunt utilizate ca metode auxiliare Cercetări alergologice Testele alergice se fac prin injectare intradermica a , ml de alergeni standard (tricofitina, microsporina, favina) O reacție pozitivă se caracterizează prin apariția de roșeață și infiltrare Rezultatul este luat în considerare după - de ore Au fost dezvoltate metode de diagnosticare prin PCR a dermatomicozei (tricofitoză) Micoze profunde (viscerale) Criptococoza Agentul cauzal al criptococozei (blastomicoza europeană) este Cryptococcus neoformans - microorganisme din grupa a -a de patogenitate Creierul este afectat, mai rar plămânii, pielea, țesutul subcutanat și mucoasele Criptococoza diseminată este tipică pentru persoanele cu imunodeficiență severă Până la % din meningita critococică apare la pacienții cu SIDA Agentul patogen pătrunde în corpul uman din sol, plante, produse alimentare, precum și din locurile de cuibărit ale porumbeilor și ale altor păsări Microscopie Materialul pentru studiu este spută, puroi, sediment de lichid cefalorahidian centrifugat, oase, piese de biopsie tisulară din leziuni și material de autopsie În preparatele nepătate, agentul patogen, înconjurat de o capsulă mucoasă gălbuie, arată ca rotunjit sau în formă de ou Orez Cryptococcus peo-I formsans în prepararea cernelii rata din lichidul cefalorahidian: o capsulă pronunțată este vizibilă în cerc de tremur sferic celule de mestecat celule tsevid de x - x microni, uneori cu un rinichi alungit Capsula este detectată și în preparatele de cerneală (Fig ) Uneori se examinează preparatele histologice colorate cu hematoxilină sau mucicarmină Detectarea coastelor de drojdie înconjurate de o capsulă mare în materialul patologic face posibilă stabilirea unui diagnostic preliminar Trebuie remarcat faptul că alte ciuperci de drojdie (Rhodotorula spp , uneori unele tipuri de Candida) pot forma și o capsulă, Cercetare micologică Materialul de testat este inoculat pe mediu Sabouraud, must de bere sau alt mediu micologic cu adaos de antibiotice (fara cicloheximida) si crescut la - °C Pe medii solide, după - zile, se formează colonii netede de la culoare galben-albicioasă până la maro închis, consistență cremoasă Identificarea C neoformans se realizează prin proprietăți morfologice, culturale, capacitatea de a crește la ° C, formarea ureazei, fenol oxidazei, precum și incapacitatea de a crește în prezența cicloheximidei, asimilarea lactozei și azotului anorganic ( carbohidrații nu fermentează toți criptococii) Studiu serologic În serul pacienţilor, aglutininele, precipitinele, anticorpii fixatori ai complementului se găsesc la titruri mici şi inconsecvente În acest sens, serodiagnostica are o importanță secundară și este utilizată mai ales în cazul rezultatelor negative ale depistarii agentului patogen în materialul patologic De obicei, cu serul pacientului se realizează o reacție de aglutinare a latexului RIF este, de asemenea, o metodă de diagnosticare sensibilă Cercetare biologică Studiul include administrarea intraperitoneală sau intracerebrală a sângelui, a sedimentului urinar și a exsudatului de la pacienți umani la șoareci După și săptămâni, animalele sunt sacrificate, ficatul, splina, creierul sunt îndepărtați aseptic și zdrobit și inoculat pe medii cu antibiotice Culturile izolate de ciuperci sunt identificate prin proprietăți morfologice, culturale și biochimice Au fost dezvoltate metode de diagnosticare prin PCR a criptococozei Blastomicoza nord-americană (boala Gilchrist-Stokes) Blastomicoza nord-americană este cauzată de Blastomyces derma-titidis, o ciupercă dimorfă din grupa a -a de patogenitate Această micoză este o boală cronică locală sau sistemică cu leziuni purulente ale organelor respiratorii, pielii, țesutului subcutanat, oaselor și organelor interne Microscopie Pentru diagnostic, examinarea microscopică a puroiului din fistule și abcese, coloanei vertebrale Orez Blastomyces dermatitidis' a - formă de țesut; b - la microscop fluorescent (după tratament cu fluorocrom); c - formă micelială (culturală) la microscopie cu mărire mică lichid cerebral, spută, urină, punctate ganglionilor limfatici și alt material patologic Într-un preparat nativ dintr-un material tratat cu celule alcaline, rotunde sau ovale de - μm cu membrană cu dublu circuit; celulele în devenire sunt caracterizate prin constricții largi (Fig ) În preparatele histologice, agentul patogen este detectat după colorare conform Romanovsky-Giemsa sau Wright Diagnosticul final se stabilește după izolarea ciupercilor în timpul examenului micologic Cercetare micologică Pentru a izola o cultură pură, materialul de testat este semănat pe mediu Sabouraud, zahăr sau agar de must și crescut timp de - săptămâni la - °C Blastomicetele formează colonii albe pliate sau ceroase, care ulterior devin gri sau maro pe măsură ce miceliul aerian crește În frotiurile din cultura ciupercii se găsește o capsulă, un miceliu larg septat cu pereți groși Conidiile sunt rotunde, ovale sau în formă de pară, de - microni În culturile vechi se pot observa chlamydospori cu dimensiunea de - microni O cultură pură poate fi izolată prin infectarea șoarecilor albi, urmată de inocularea țesutului afectat pe medii nutritive Identificarea este confirmată de capacitatea ciupercii de a se transforma într-o formă de drojdie la o temperatură de cultivare de °C, prin detectarea exoantigenului A al hifelor fungice și prin metode de diagnosticare genetică Pentru a detecta creșterea dimorfă, forma de mucegai este însămânțată pe agar cu sânge cu o infuzie de creier și inimă și cultivată la °C După - zile, celule asemănătoare drojdiei ale agentului patogen se găsesc în frotiurile coloniilor formate Exoantigenul formei miceliale a ciupercii este identificat în reacția de imunodifuzie cu ser de diagnostic și extract concentrat bulion sau cultură de agar a agentului patogen Metoda de identificare a acizilor nucleici ai agentului cauzal al blastomicozei este utilizată pentru a detecta rapid agentul patogen din materialul de testat Studiu serologic RSK este utilizat pentru serodiagnostic Anticorpii de fixare a complementului în titruri suficiente sunt detectați numai în stadiile ulterioare ale bolii După - săptămâni de boală, anticorpii pot fi detectați la majoritatea pacienților în reacția de imunodifuzie Cercetări alergologice Testele alergice intradermice sunt efectuate cu un alergen - blastomicina, care se obține dintr-un extract de celule patogene Datorită reacțiilor încrucișate, valoarea de diagnosticare a probei este scăzută Blastomicoza din America de Sud (paracoccidioidomicoza) Agentul cauzal Paracoccidioides brasiliensis afectează pielea, membrana mucoasă a cavității bucale și partea nazală a faringelui, organele interne și ganglionii limfatici Aceste ciuperci aparțin microorganismelor din grupa a -a de patogenitate, iar boala se caracterizează prin distribuție endemică (America de Sud și America Centrală) Microscopie Ei studiază nativ sau colorat după Gram, Romanovsky-Giemsa, reactiv Schiff, după Gridley și alte metode, frotiuri de puroi, spută, secreție de fistulă, specimene de biopsie etc Celulele ciupercii sunt mari ( - microni), au formă rotundă sau elipsoidală și pereți groși Celula mamă este înconjurată de blastoconidii fiice mici ( - microni) și uneori arată ca o coroană sau volanul unei nave (Fig ) Spre deosebire de agentul cauzal al blastomicozei, joncțiunea celulelor fiice cu mama este îngustă Diagnosticul final se stabilește după izolarea și identificarea agentului patogen Cercetare micologică Pentru a izola o cultură pură, materialul este semănat pe mediu Sabouraud, mediu nutritiv cu carbohidrați Orez Paracoccidioides brasiliensis într-un micropreparat nativ: multe celule de drojdie în devenire care arată ca roata unei nave doamnelor și extract de drojdie, agar sânge sau ser R brasiiiensis crește lent, formându-se după - săptămâni la °C colonii albe sau de culoare crem formate din celule de drojdie de - microni, înconjurate de multe blastoconidii pe o bază îngustă ("roata navei") Odată cu cultivarea mai lungă, apar semne de creștere a miceliului Deoarece caracteristicile morfologice nu sunt foarte specifice, pentru a confirma identificarea în reacția de imunodifuzie, tipul de exoantigen fungic care se extrage se determină folosind ser de diagnostic ( , , ) Alte cercetări De asemenea, se efectuează un studiu biologic - infecția intraperitoneală a șoarecilor și cobaiului, urmată de detectarea ciupercii în organele interne Într-un studiu serologic al serurilor pacienților, cea mai specifică reacție este imunodifuzia Anticorpi specifici se găsesc și în CSC, în special în stadiile ulterioare ale bolii Un test alergic este specific cu un alergen din forma tisulară a ciupercii Au fost dezvoltate metode de diagnosticare prin PCR a paracoccidioidomicozei Histoplasmoza Histoplasmoza este o micoză focală naturală larg răspândită Agentul cauzal - Histoplasma capsulatum - aparține microorganismelor din grupa a -a de patogenitate Infecția apare mai frecvent prin inhalarea de praf cu un conținut ridicat de excremente de păsări și lilieci în regiunile cu climă caldă Manifestările clinice variază: pneumonie acută sau cronică, leziuni ale pielii, țesutului subcutanat, mucoaselor, leziuni generalizate ale sistemului reticulo-eudotelial, organelor interne, dezvoltarea anemiei, peritonită, meningoencefalită etc Lucrul cu cultura trebuie efectuată scos in conditiile regimului adoptat pentru infectii deosebit de periculoase Materialul pentru studiu este scurgerea purulentă a leziunilor ulcerative ale pielii și mucoaselor, spută, sânge, urină, lichid cefalorahidian, punctate ale măduvei osoase, țesut subcutanat Există histoplasmoze americane (agent cauzal H capsulatum variant capsulatum) și africane (agent cauzal H capsulatum variant duboisii) Acesta din urmă se caracterizează prin leziuni ale pielii, țesutului subcutanat și oaselor în zonele rurale din Gabon, Uganda și Kenya Microscopie Examinarea puroiului, sputei și exudatului face posibilă detectarea celulelor patogene în citoplasma fagocitelor hiperplazice sub formă de specimene ovale asemănătoare drojdiei cu dimensiunea de - µm, microconidii de - µm I capsulatum varianta duboisii poate fi detectată extracelular Orez Histoplasma capsulatum într-un micropreparat nativ din spută: sunt vizibile multe celule de drojdie ovale (Fig ) Frotiurile sunt colorate conform Romanovsky-Giemsa, Wright, Leishman și alte metode Examen histologic Pentru acest studiu, preparatele secțiunilor sunt colorate cu reactiv Schiff, hematoxilin-eozină, Gram-Weigert-Bogolepov și alte metode Agentul cauzal este localizat în citoplasma limfocitelor și histiocitelor sub formă de celule mici rotunjite sau în devenire În funcție de severitatea procesului infecțios, se observă diferite variante ale reacției inflamatorii a țesuturilor gazdă Cel mai adesea, histoplasmele se găsesc în biopsiile pielii, mucoaselor și organelor sistemului reticuloendotelial În preparatele necolorate și colorate, histoplasmele sunt diferențiate de leishmania, toxoplasmă, blastomicete, coccidii, criptococi și alte microorganisme Cele două biovaruri histoplasmatice se disting prin morfologie doar prin fazele lor tisulare Având în vedere asemănarea morfologică cu agenții patogeni ai altor micoze sistemice, pentru a confirma diagnosticul, este necesară izolarea și identificarea culturilor histoplasmatice Cercetare micologică Pentru a izola cultura ciupercii, materialul de testat este semănat pe mediu Sabouraud, ser, agar-sânge sau alte medii micologice Puteți infecta embrioni de pui Pentru a stimula creșterea histoplasmelor, se adaugă tiamină în mediu și se administrează penicilină și streptomicina pentru a suprima microflora bacteriană Culturile se mențin la - ° C și ° C timp de - săptămâni Histoplasma formează colonii strălucitoare asemănătoare drojdiei albicioase sau maronii, de consistență moale, care constau din celule rotunjite cu diametrul de - microni, cu muguri mici pe picioare subțiri La o temperatură de incubație mai scăzută, se formează agentul patogen miceliu fibros alb format în colonii mature prin macroconidii tuberculate și/sau mici conidii în formă de lacrimă Cultura izolată se identifică, ca și alte ciuperci dimorfe, nu numai prin caracteristicile morfologice și culturale, ci și prin structura antigenică (reacție de difuziune imună cu ser de diagnostic la exoantigenul h sau t, obținut prin extracție din macroconidiile tuberculate) Cercetare biologică Rezultate bune se obțin prin infecția intraperitoneală a șoarecilor albi sau a hamsterilor aurii cu materialul de testat La o lună de la infectare, animalele sunt sacrificate, ficatul și splina zdrobite se inoculează în trei eprubete cu mediu de glucoză Sabouraud și se incubează timp de săptămâni într-un termostat la , și °C, apoi se determină prezența histoplasmelor în culturile Alte cercetări Pentru diagnosticarea expresă a histoplasmozei, prezența acizilor nucleici ai agentului patogen este determinată în material Au fost dezvoltate metode de diagnosticare prin PCR a histoplasmozei Pentru diagnosticul serologic se pun RIF, reacția de aglutinare a particulelor de latex, RID și RSK cu histoplasmină (obținută din hife) sau AG din forma de drojdie a ciupercii Pentru a detecta sensibilizarea la H capsulatum, pacienții sunt supuși unui test intradermic cu histoplasmină Datorită reacțiilor încrucișate și apariției tardive a unui rezultat pozitiv (la câteva luni de la debutul bolii), metodele de imunodiagnostic au o importanță secundară coccidioidomicoza Agentul cauzal al coccidioidomicozei, Coccidioides immitis, trăiește în sol și aparține, de asemenea, ciupercilor dimorfe din grupa a -a de patogenitate, provocând micoze sistemice La om, boala se caracterizează prin afectarea plămânilor, a pielii, a țesutului subcutanat, a meningelor și a altor țesuturi ale corpului Materialul studiat este puroi, spută, sânge, lichid cefalorahidian, material de biopsie (chirurgical) Microscopie Studiul preparatelor native după tratamentul cu KOH și preparatelor colorate folosind metodele Romanovsky-Giemsa, Wright și McManus ne permite să detectăm formațiuni sferice, cu un circuit dublu de înveliș de - μm (sferule), umplute cu mici ( ) - μm) se găsesc endospori rotunjiți, sferule distruse (Fig ) Probele de biopsie arată o reacție granulomatoasă purulentă cu infiltrare polimorfonucleară, acumulare de limfocite, celule epitelioide și gigantice (în funcție de stadiul de maturare a sferulelor) În revărsatul pleural și lichidul cefalorahidian cu leziuni granulomatoase se găsesc uneori forme filamentoase ale ciupercii Orez Coccidioides immitis într-un micropreparat nativ din spută după tratamentul cu KOH: este vizibilă o sferulă rotunjită a agentului patogen umplut cu endospori Cercetare micologică Acest studiu se realizează în laboratoare specializate supuse unui regim special de securitate Culturile se fac pe medii micologice înclinate în eprubete Pe mediu dens după săptămână la ° C immitis formează colonii de consistență piele, crescând în substrat; la °C se dezvoltă forma micelială a ciupercii Culoarea coloniilor variază de la gălbui la maro Miceliul este septat, artroconidiile sunt mari, cu pereți groși, de - x - µm, alternând în hife cu celule cu pereți subțiri Pentru a identifica ciupercile, se folosește o reacție de imunodifuzie sau RIF direct cu ser la exoantigenele HS, F sau HL ale coccidiilor Se folosesc și metode de genoidentificare Cercetare biologică Șoarecii sunt foarte sensibili la agentul patogen, în care, după inhalarea unei singure artroconidii, se dezvoltă o infecție letală Infecția hamsterilor și a cobailor masculi (intratesticular sau intraperitoneal) duce la dezvoltarea formelor tisulare ale ciupercii - sferule Datorită pericolului și duratei mari, testele biologice sunt rareori efectuate Cercetări alergologice Pentru confirmarea diagnosticului se folosesc teste alergice cu coccidioidină (alergen micelial) și sferulină (alergen tisular), care sunt de obicei pozitive în coccidioidomicoza pulmonară la până la săptămâni de la debutul bolii Studiu serologic Pentru studiile seroepidemiologice în focare se utilizează reacția de aglutinare a latexului sau imunodifuzie Pentru a diagnostica și a evalua starea pacienților, au pus RP, RSK, RIF, ELISA, care permit detectarea titrurilor de IgM și IgG specifice Pentru a confirma meningita coccidioidă, este important să se detecteze anticorpi în lichidul cefalorahidian al pacienților, deoarece alte metode de cercetare pentru această formă a bolii sunt adesea ineficiente Sporotricoza Orez Sporotrix schenckii' conidii caracteristice vizibile cu spori Sporotricoza cauzată de Sporothrix schenckii - ciuperci din grupa a -a de patogenitate, se referă la micozele profunde rezultate din intrarea ciupercii în rană Boala se caracterizează prin afectarea țesutului subcutanat și a ganglionilor limfatici, formarea de gingii mici în faringe, laringe, mușchi, membrane sinoviale, oase, articulații, apariția abceselor în mușchi și organe interne, dezvoltarea pneumoniei, pielonefrită Cel mai adesea, persoanele care intră în contact cu plantele, lemnul și derivatele acestuia se îmbolnăvesc Materialul pentru studiu este puroi din fistule și leziuni ulcerative, răzuire de la marginile ulcerelor, puncții ale focarelor inflamatorii închise, biopsii ale țesuturilor afectate Microscopie Examenul microscopic evidențiază miceliu septat de - µm în dimensiune cu conidii sporotrix caracteristice sub formă de ciorchini (flori de margaretă) În preparatele colorate și nevopsite, mici ( - microni), ușor ascuțite la capete se găsesc conidii ovoide sau asemănătoare trabucului, situate în perechi sau sub formă de rozete la capetele miceliului (Fig ) Detectarea sporotrixelor este posibilă și cu ajutorul serurilor fluorescente imune (RIF direct) Cercetare micologică Pentru a izola o cultură pură, se fac inoculări pe medii micologice dense și lichide, care sunt incubate la °C sau temperatura camerei În a - -a zi, coloniile cresc, la început cremă asemănătoare drojdiei, apoi, pe măsură ce miceliul crește, devin catifelate, maro sau negre Bacterioscopia evidențiază miceliu maro ramificat, septat, cu lățime de - µm și spori ovali localizați pe sterigmate cu dimensiunea de - µm La °C cresc sub formă de drojdie - sub formă de celule unice ovale cu pereți groși Cercetare biologică Pentru diferențierea de ciupercile saprofite, se efectuează un biotest pe șoareci albi, cărora li se administrează cultura intratesticular La microscopia afectate țesuturile, se remarcă transformarea formei miceliale a ciupercii într-una de drojdie De asemenea, șoarecii, șobolanii, cobai sunt utilizați pentru infecția intradermică, în urma căreia se dezvoltă leziuni granulomatoase ale organelor interne la animale Studiu serologic Pentru detectarea anticorpilor în serul sanguin al pacienților, se efectuează RA, RSK și ELISA cu antigene de sporotricoză, precum și un test de aglutinare cu latex Un rezultat bun este dat de testele alergice cu sporotricină Cromomicoza Agenții cauzali ai cromomicozei sunt Phialophora verrucosa, Fonsecaea compacta, Fonsecaea pedrosoi, Exophiala jeanselmei și alte ciuperci oportuniste demacie Cu această boală, care are o evoluție cronică ( - de ani), o persoană dezvoltă excrescențe verucoase, papilomatoase acoperite cu cruste, abcese mici și mari și focare granulomatoase pe extremități Microscopie Studiul include microscopia puroiului, răzuirea țesutului afectat, specimene de biopsie într-o picătură de soluție de KOH % sau într-o soluție de alcool cu glicerină Microscopia evidențiază celule rotunjite de culoare maro-aurie ale ciupercii cu dimensiunea de - microni, adesea înconjurate de scleroții gigantice - celule cu septuri longitudinale și transversale (Fig ) Potrivit Romanovsky-Giemsa, pereții celulelor sunt colorați în verde, conform lui Tsil-Nielsen - în roșu Cercetare micologică Izolarea culturilor se realizează pe mediu Sabouraud sau alte medii micologice la - °C (creșterea apare în zilele - ) Într-un mediu lichid, ciupercile dau o peliculă pliată și un precipitat liber, asemănător cu pâslă, sub formă de bulgăre în partea de jos a eprubetei Culturile sunt identificate după caracteristicile morfologice și natura sporulării Filosporii sunt de culoare verde închis sau negru, miceliu septat; o trăsătură caracteristică este localizarea a - conidii în conidioforele caliciforme Coloniile sunt convexe, pufoase sau catifelate, de culoarea șoricelului În studiul formelor tisulare ale ciupercii, Orez Phialophora verrucosa: sunt vizibili conidioforii caracteristici ca un calice colorate după Romanovsky-Giemsa sau Ziehl-Nielsen, prezintă formațiuni mari ( - microni), rotunjite, de culoare maronie sau galben-chihlimbar Cultivarea la °C promovează formarea de colonii gălbui timp de - zile, formate din celule fungice asemănătoare drojdiei cu dimensiunea de - µm Această metodă de cercetare oferă rezultate mai fiabile în comparație cu microscopia materialului nativ Alte cercetări Diagnosticul microbiologic complex al cromomicozei, pe lângă studiile microscopice și culturale, include serodiagnostic (cu serurile pacienților puse RP și RSK, folosind antigene specifice); se mai folosesc teste de alergie În unele cazuri, se utilizează o metodă biologică - infecția intratesticulară a cobaii masculi Feohifomicoza (cladosporioza) Agentul cauzal - Cladoflalophora bantiana (fostul Cladosporium trichoides) - ciuperci de mucegai neurotrope, atribuite grupului de patogenitate Boala este o micoză profundă cu o leziune predominantă a țesutului cerebral, în care se formează un abces încapsulat, adesea unic; sunt afectate și alte țesuturi, cu formarea unui inflamator Orez Cladophialophora bantiana (Cladosporium trichoides)' sunt vizibile lanțuri lungi, rareori ramificate de blastoconidii ny infiltrate și granuloame Cladosporioza apare în principal în țările cu climă caldă Majoritatea muncitorilor din agricultură, precum și persoanele care au suferit leziuni la cap sunt bolnave Datorită riscului de infectare prin inhalarea celulelor fungice, cercetările se desfășoară în laboratoare specializate cu hote cu flux laminar și alte măsuri de precauție Materialul pentru studiu este puroiul abceselor, specimenele de biopsie ale țesuturilor afectate Microscopie În acest studiu, în puroiul cenușiu-verzui din leziuni și în țesuturi, se găsesc filamente de miceliu septat de , - , µm lățime, - µm lungime și lanțuri de celule înmugurite scurte, rotunjite În țesutul cerebral afectat, C bantiana arată ca niște filamente septate, maro deschis, cu lățime de , - , µm și un conidiofor cu lanțuri lungi, rareori ramificate de blastoconidii rotunjite (Fig ) Cercetare micologică Izolarea unei culturi pure se realizează prin inoculare, de exemplu, pe mediu Sabouraud Pe mediul lui Sabouraud se formează colonii cu diametrul de - cm, de culoare brun-cenușiu sau măsliniu, catifelate, pliate, ca un crater Bacterioscopia evidențiază miceliu septat și conidiofori bruni Doar detectarea formelor tisulare ale ciupercii și obținerea unei culturi pure fac posibilă stabilirea diagnosticului bolii Reacțiile serologice și alergice pentru diagnosticul cladosporiozei nu sunt utilizate din cauza specificității scăzute SECȚIUNEA IV INFECȚII PROVOCATE DE PROTOZA CAPITOLUL METODE DE DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIC Diagnosticul de laborator al bolilor cauzate de protozoare include studii microscopice (protozoologice), culturale, imunologice, alergice și biologice (Tabelul ) Tabelul Metode de laborator pentru diagnosticarea infecției cu protozoare Infecţie Material pentru examen microscopic Examen cultural şi biologic Examen imunologic Amoebiasis Cal în frotiuri native sau colorate (soluție Lugol, coloranți acizi sau bazici, conservanți Barrow, Safarliev, hematoxilina Heidenhain) Izolarea amibelor pe medii Pavlova, Reiss, cu extract de ficat Infecția puilor de șobolan în vârstă de - săptămâni, pisoi, căței, cobai cu RP, ELISA Malaria Frotiu de sânge și picătură groasă colorate conform Romanovsky-Giemsa RIF, ELISA (pentru malaria tropicală) Toxoplasmoza Sânge, punctate ganglionilor limfatici, lichid cefalorahidian - frotiuri colorate conform Romanovsky-Giemsa Preparate histologice ale ganglionilor limfatici, creierului etc Infecția șoarecilor albi cu RSK, RIF, RIGA, ELISA, test intradermic cu toxoplasmină Continuarea tabelului Infecţie Material pentru examen microscopic Examen cultural şi biologic Examen imunologic Tripanosomiaza Sânge - un frotiu și o picătură groasă colorate conform Romanovsky-Giemsa (în stadiul acut al bolii) Punctate ale ganglionilor limfatici, lichid cefalorahidian - frotiuri colorate conform Romanovsky-Giemsa Preparate histologice din țesuturile afectate (tripanosomiaza americană) Izolarea culturilor din sânge, puncția ganglionilor limfatici, lichidul cefalorahidian pe medii NNN, Raschke și Raikhanov, Weinman, LIT Infecția maimuțelor (tripanosomiaza gambiană), șoarecilor albi sau șobolanilor (tripanosomiaza Rhodesian), cobai (tripanosomiaza americană) Xenodiagnosticarea RA, RP, RSK, RIF, ELISA (numai pentru tripanosomiaza americană) Leishmanioză viscerală Punctate ale măduvei osoase, ganglioni limfatici, spline, frotiuri colorate cu Romanovsky-Giemsa Preparate histologice ale măduvei osoase, splinei, ficatului Izolarea culturilor de leishmania din sânge, punctate măduvei osoase, splinei pe NNN, media Rogers Infecția șoarecilor albi, hamsterilor RSK, RIF, RPG, ELISA, IPP Leishmanioza pielii Răzuire ale elementelor pielii - frotiuri colorate conform Romanovsky-Giemsa Preparate histologice (material de biopsie din zona afectată) Izolarea culturilor de la răzuirea elementelor pielii pe medii NNN, Rogers Infecția șoarecilor albi, hamsterilor prin ELISA, test intradermic cu leishmanin Giardioza Cal, sediment de conținut duodenal - frotiuri native Infecția șoarecilor albi - * Sfârșitul mesei Infecţie Material pentru examen microscopic Examen cultural şi biologic Examen imunologic Tricomoniaza genito-urinară Secreția mucoasei organelor genitale, uretra, secreția de prostată - frotiuri (native sau colorate cu albastru de metilen) Izolarea culturilor pe medii Pavlova, MPB, Johnson-Grossel Trichomonaza intestinală Fecale - frotiuri (native sau colorate conform Romanovsky-Giemsa) - - Balantidiasis Cal - frotiuri native Izolarea culturilor pe medii Pavlova și Reis Infecția puilor de șobolan în vârstă de - săptămâni, pisoi, căței, cobai etc examinare microscopica Examenul microscopic are ca scop identificarea paraziților în preparatele native și colorate Materialul pentru studiu poate fi sânge - un frotiu și o picătură groasă (malaria plasmodia, tripanozomi, bambezie, mai rar - leishmania), puncții ale sternului sau ganglionilor limfatici (tripanozomi, leishmania), lichid cefalorahidian (tripanozomi), răzuire de la elemente ale pielii (leishmania), fecale (ameba, balantidia, giardia, criptosporidium, isospori, ciclospori, balantidia, trichomonade), conținutul duodenal (giardia), secreția mucoasei organelor genitale externe sau uretra (tricomonas) În plus, protozoarele pot fi găsite în preparatele histologice realizate din țesuturile afectate (leishmanioza viscerală, tripanosomiaza, toxoplasmoza, microsporidioza, malaria malignă etc ) Următoarele componente sunt necesare pentru colorarea preparatelor de protozoare: azur-zosin conform Romanovsky-Giemsa, soluție Lugol, conservant Barrow, conservant Safarliev, tampon fosfat și alți reactivi - alcool, formol etc Barrow conservant Se compune din două componente: a) o soluție de conservare, care include: clorură de sodiu - , g, formol - ml, etanol ( %) - , ml, fenol - , g, apă distilată - până la ml; b) soluție colorantă - soluție , % de azur sau tionină Amestecul Barrow este utilizat pentru a detecta protozoarele intestinale în timpul depozitării pe termen lung a materialului (în termen de lună de la data primirii) Conservant Safarlieva Conservantul constă din sulfat de zinc - , g, formol - , ml, fenol - , g, acid acetic (conc ) - , ml, albastru de metilen - , g, apă distilată - până la ml Este utilizat pentru detectarea protozoarelor intestinale în cazurile în care materialul conservat este examinat la mai mult de lună de la primire Colorația Romanovsky-Giemsa este utilizată pe scară largă Frotiurile fixe sunt umplute cu colorant proaspăt Romanovsky-Giemsa timp de - de minute (în funcție de temperatura aerului din cameră) Pentru a accelera colorarea, puteți încălzi vopseaua până la - ° C, evitând fierberea (!) Frotiurile se spală cu un jet de apă și se usucă în poziție verticală Colorația Romanovsky-Giemsa modificată de Philipson Se amestecă parte de colorant Romanovsky - Giemsa și părți de alcool etilic % Frotiurile nefixate se toarnă cu acest amestec timp de , - , minute, apoi, fără a se scurge vopseaua, se adaugă cu grijă aceeași cantitate de apă distilată prin picurare, împiedicând scurgerea lichidului din sticlă După - de minute, frotiurile se spală cu apă și se usucă Colorarea după Leishman Colorantul este un amestec ( , - , g azur + , g albastru de metilen + , g zo-zină galbenă solubilă în apă în ml alcool metilic), care se toarnă pe frotiuri timp de - minute, după care adăugați prin picurare o cantitate egală de apă distilată la vopsea După - minute, colorantul este spălat cu apă distilată, preparatul este uscat și examinat microscopic Studiu de sânge La diagnosticarea bolilor protozoare, se efectuează microscopia frotiurilor obișnuite și o pregătire a picăturii groase, care este pregătită în mai multe moduri (Fig ) Orez Diferite moduri de a prepara un preparat cu picături groase Tehnica de pregătire a frotiului Atingeți picătura de sânge expusă cu o lamă de sticlă și, fără a o îndepărta din picătură, aduceți diametrul picăturii la , - , cm într-o mișcare circulară Picătura de sânge expusă este atinsă cu o lamă de sticlă, apoi picătura este unsă cu colțul unei alte lame de sticlă la diametrul și grosimea dorite Este posibil să se facă o picătură groasă pătraunghiulară (metoda Walker), în timp ce celulele sanguine și paraziții sunt distribuite mai uniform decât într-o picătură groasă obișnuită, unde mijlocul este mai gros decât marginile Pregătiți un frotiu puțin mai gros decât de obicei, nu îl uscați și puneți o picătură de sânge pe el Răspândindu-se, formează un disc obișnuit, al cărui diametru este determinat de volumul picăturii, dar grosimea rămâne aproximativ aceeași Într-un astfel de preparat, elementele formate și paraziții sunt distribuite mai uniform decât într-o picătură convențională Metoda de obținere a unei picături în două straturi conform lui Shtanko: se prepară o picătură conform paragrafului , marginile ei sunt lăsate să se usuce și apoi se aplică o altă picătură de sânge deasupra În același timp, volumul sângelui studiat crește, iar probabilitatea de a detecta paraziți crește de ori Metoda Moshkovsky presupune prepararea unui preparat combinat pe o singură lamă, constând dintr-un frotiu subțire și o picătură groasă la o distanță mică de acesta O picătură groasă, indiferent de metoda de preparare, se usucă treptat (nu la soare și fără încălzire) și nu se fixează Colorat la câteva ore după prelevarea de sânge cu o soluție apoasă - % de colorant Romanovsky-Giemsa timp de - de minute Microscopia lichidului cefalorahidian, punctat a ganglionilor limfatici și a măduvei osoase Frotiul se prepară în mod obișnuit (în același mod ca un frotiu de sânge), se fixează, se colorează conform Romanovsky-Giemsa și se microscopează folosind un sistem de imersie Examinarea zgârieturilor din infiltratul cutanat Medicamentul se prepară după cum urmează: zona dorită a pielii este șters cu alcool, sângerată prin strângere cu două degete și, fără a ușura presiunea, se face o incizie superficială a pielii cu capătul unui bisturiu ascuțit Din partea de jos și marginile inciziei, țesutul afectat este răzuit cu același bisturiu și materialul rezultat este aplicat rapid într-un strat subțire pe o lamă de sticlă Frotiurile se usucă, se fixează cu alcool metilic sau amestecul lui Nikiforov și se colorează conform Romanovsky-Giemsa Frotiuri native din fecale, conținut duodenal, secreții din tractul urinar etc Preparatele sunt studiate la microscop pentru a detecta protozoarele care trăiesc în tubul digestiv, tractul urinar și organele genitale În studiul materialului proaspăt colectat (adică nu mai târziu de de minute după administrare), mobilitatea paraziților este păstrată Pentru a prepara o emulsie de fecale, se aplică picături de ICN pe o lamă de sticlă și aceeași cantitate de soluție Lugol este în apropiere, la o distanță de - mm Cu capătul unui băț de lemn, o particulă de fecale este luată și frecată într-o picătură de ICN În mod similar, se prepară o emulsie de fecale într-o picătură de soluție Lugol Ambele picături sunt acoperite cu lamele și examinate mai întâi la mic și apoi la o mărire mare a microscopului Emulsia fecală nu trebuie să fie prea groasă, deoarece atunci va fi dificil de microscopic și nici prea slabă, pentru a nu îngreuna detectarea protozoarelor Dacă preparatul este pregătit corect, textul tipărit este clar vizibil prin el Dacă este imposibil să studiezi fecalele native, acestea sunt plasate în conservanți, ceea ce face posibilă detectarea protozoarelor pentru o lungă perioadă de timp Conservanții Barrow sau Safarliev se toarnă în flacoane cu penicilină (până la aproximativ jumătate din flacon), apoi se adaugă fecale proaspete în cantitate de / din conservantul adăugat Amestecul se agită cu o baghetă de sticlă pentru a pregăti emulsia, sticla se închide cu un dop de cauciuc, care se fixează cu bandă adezivă Fiecare flacon trebuie să fie etichetat cu datele despre subiect și data la care a fost preluat materialul Înainte de studiu, materialul conservat nu este amestecat Pentru a pregăti un frotiu, o picătură de sediment de fund se transferă cu o pipetă pe o lamă de sticlă și se triturează cu grijă cu un baston de sticlă sau de lemn până se obține o emulsie omogenă Când se folosește conservantul Barrow, se adaugă o picătură de colorant în material Apoi frotiul rezultat este acoperit cu o lamă și microscopat la un microscop cu mărire mare Structura internă a formelor vegetative vii de protozoare este mai bine dezvăluită prin colorarea vitală cu soluții de coloranți acizi sau bazici în CNI Aplicați albastru tripan ( : - : ), verde Janus ( : - : ), roșu neutru ( : ), albastru de metilen ( : - : ) Preparatele cu acești coloranți sunt preparate și microscopate așa cum este descris mai sus Frotiurile sunt examinate microscopic la mărire mică; pentru a identifica protozoarele mici, este necesară examinarea la mărire mare Microscopia frotiurilor native, trebuie să acordați atenție formei, caracteristicilor mișcării protozoarelor, prezenței și naturii incluziunilor etc În preparatele colorate cu soluția Lugol, acordați atenție formei, numărului și caracteristicilor structurale ale nucleelor din chisturi, prezența corpilor parabazali, fibrile, dimensiunile, forma și intensitatea culorii vacuolelor de glicogen Microscopia cu contrast de fază este utilizată pentru a studia protozoarele vii În studiul conținutului duodenal se folosesc toate cele trei porțiuni obținute prin sondare duodenală, dar fără amestecul de suc gastric Materialul (porțiunile A, B și C) este turnat separat în vase Petri, bulgări mucoși sunt selectați pe lame de sticlă și preparate sunt pregătite pentru microscopie Apoi bila este centrifugată și se fac frotiuri din sediment, care sunt microscopic sub mărire mică și apoi cu mărire mare Pentru a crește fiabilitatea rezultatelor, ar trebui revizuit un număr mare de preparate ( - ) Formele vegetative de lamblia (Giardia lamblia) pot fi găsite în conținutul duodenal Studiul secrețiilor din organele genitale se efectuează cu suspiciune de tricomoniază O picătură de scurgere din vagin este aplicată pe o lamă de sticlă, acoperită cu o lamă și imediat microscopie Într-un astfel de preparat se găsesc forme mobile de protozoare Frotiurile uscate și fixate pot fi colorate cu albastru de metilen, Gram sau Romanovsky-Giemsa Această din urmă metodă este considerată cea mai eficientă, deoarece facilitează identificarea Trichomonas Metode de concentrare (imbogatire) a chisturilor Aceste metode sunt utilizate atunci când conținutul de chisturi din materialul de testat este slab Ele se bazează pe flotarea chisturilor în soluții de densitate relativă mare (flotație) sau pe depunerea chisturilor în lichide de densitate mică (sedimentare) Flotație cu sulfat de cupru Se prepară o suspensie de fecale în apă ( : ), se filtrează printr-o sită metalică sau un strat de tifon într-un tub de centrifugă de până la ml și se centrifughează de - ori timp de min la - rpm, înlocuind de fiecare dată - ml de supernatant cu un volum adecvat de apă și amestecarea precipitatului cu acesta prin agitare puternică Apoi, la precipitat se adaugă - ml de soluție de sulfat de cupru, conținutul este amestecat, completat cu apă până la volumul inițial și centrifugat timp de min În acest caz, chisturile plutesc în sus, formând o peliculă de suprafață, care este îndepărtată cu o ansă helmintologică și examinată în frotiuri cu soluție Lugol diluată de ori cu apă În loc de sulfat de cupru, puteți folosi sulfat de zinc (soluție %) În procesul de îmbogățire, formele vegetative ale protozoarelor mor, iar chisturile sunt parțial distruse Îmbogățirea cu formol-eter În eprubete se toarnă ml dintr-o soluție constând din formol ( ml), clorură de sodiu ( , g) și apă distilată (până la ml) O cantitate mică de fecale (de mărimea unui bob de mazăre) se introduce în tub cu un bețișor de lemn, se amestecă bine, se adaugă ml de eter, tuburile se închid cu dopuri de cauciuc, se agită energic timp de min și se centrifug timp de min la rpm După centrifugare, se formează un strat de fecale între straturile de eter (superioare) și formol (inferioare) Este atent se separă de pereții eprubetei cu un băț de lemn și se toarnă întregul conținut al eprubetei, cu excepția sedimentului de fund Ținând tubul cu orificiul în jos, ștergeți rapid pereții interiori cu un tampon de bumbac pentru a îndepărta cât mai mult lichid posibil Întorcând tubul cu susul în jos, lichidul rămas este colectat de pe fund cu o pipetă, transferat pe o lamă de sticlă, se adaugă o picătură de soluție Lugol, acoperită cu o lametă și microscopată soluție Barbagallo Este folosit pentru conservarea fecalelor (soluție de formol % în ICN): parte din material este amestecată cu - părți din soluție, amestecul este depozitat într-un recipient bine închis Chisturile de ameba dizenterică rămân în această soluție timp de săptămâni, alte protozoare - mulți ani, dar vacuolele de glicogen sunt leșiate Formele vegetative ale protozoarelor sunt distruse mai devreme Amestecul de conservant PVA Acest amestec conține alcool polivinilic, conceput pentru a fixa fecalele înainte de vopsire Compoziția amestecului de PVA: glicerină - , ml, acid acetic glacial - ml, lichid Shaudin - , ml și alcool polivinilic (pulbere) - , g (dizolvat în amestecul preparat într-o baie de apă la ° C) Materialul de testat este amestecat cu un conservant : - : și depozitat într-un recipient bine închis Frotiurile se prepară, se usucă timp de ore într-un termostat la ° C, se trec prin etanol % cu iod și se spală cu alcool %, apoi frotiurile sunt gravate în alaun de fier amoniu, colorate cu hematoxilină conform Heidenhain și plasate în canadian balsam Soluție de mertiolat-iodformalină De asemenea, este încercat pentru conservarea, colorarea și concentrarea protozoarelor (lichid MIF): apă distilată - ml, soluție de mertiolat nr : - ml, formol - ml, glicerină - ml Soluția se păstrează într-o sticlă întunecată, bine închisă Separat, se prepară o soluție de Lugol % (potrivită pentru utilizare timp de cel mult trei săptămâni) Imediat înainte de utilizare, se adaugă , ml de soluție Lugol la , ml de lichid MIF, , g de fecale se amestecă bine în amestec și se apără O picătură din stratul superior de sediment este examinată la microscop Pentru a fixa protozoare, se folosește un amestec Shaudin, constând dintr-o soluție saturată de sublimat ( părți) și etanol % ( parte) Colorarea cu hematoxilină de fier conform Heidenhain este utilizată pentru a dezvălui detalii fine ale structurii nucleului și citoplasmei protozoarelor Frotiurile se fixează într-un amestec de Shaudin timp de minute, se efectuează succesiv prin etanol %, alcool cu iod și din nou alcool % ( - minute fiecare) și se gravează într-o soluție % de alaun fier-amoniu pentru - ore, apoi frotiurile se spală cu apă, se colorează cu o soluție % de hematoxilină timp de - ore și se îndepărtează excesul de vopsea prin plasarea preparatului într-o soluție % de fier-alaun Când apar structurile protoplasmei și nucleului (control la microscop), apa este îndepărtată prin trecerea prin alcooli ( , , %) și carbol-xilen ( - minute fiecare) Se trece apoi prin xilen pur ( - min), se pune in balsam canadian si se usuca Se propune o modificare simplificată și accelerată a acestei metode, care necesită următoarele componente: soluția A (soluție de hematoxilină % în etanol %); soluția B (amoniac fier alaun - , g, acid acetic glacial - ml, acid sulfuric concentrat - , ml, apă distilată - ml) Se amestecă volume egale de soluții A și B și se lasă peste noapte într-un flacon bine închis Frotiurile se fixează într-un amestec de Shaudin, se îndepărtează fixativul, se colorează timp de minute cu un amestec de soluții A și B, se spală în apă curentă timp de - minute, se usucă și se pune în balsam canadian Studiu cultural Mediile nutritive pentru cultivarea protozoarelor ar trebui să conțină sânge sau ser nativ, albuș de ou, carbohidrați, aminoacizi și alte substanțe Reacția mediului, de regulă, este ușor alcalină (pH , - , ) Majoritatea protozoarelor sunt cultivate la °C, dar Leishmania și tripanozomii cresc mai bine la - °C Pentru depozitarea pe termen lung a mediului inoculat, eprubetele sunt sigilate prin umplerea dopului cu parafină topită În leishmanioză și tripanosomiază, materialul pentru cercetare este sângele pacienților, punctate ale măduvei osoase, ganglionii limfatici, splina, lichidul cefalorahidian, precum și răzuirea de la tuberculi sau infiltrate marginale ale ulcerului Medii de cultură pentru tripanozomi și leishmania Mediu de agar NNN Agar-agar - , g, clorură de sodiu - , g, sânge de iepure proaspăt defibrinat - ml, apă distilată - ml Clorura de sodiu și agarul sunt adăugate în apă distilată, amestecul este încălzit până când agarul este complet topit și sterilizat la , atm timp de - de minute, răcit la ° C și sângele este adăugat aseptic, amestecat, turnat în eprubete de ml şi răcit în poziţie înclinată După ce agarul se solidifică, tuburile sunt plasate într-un termostat timp de o zi pentru a verifica sterilitatea și a obține un lichid de condensare Dacă nu este suficient condensat, se poate adăuga aseptic aproximativ ml dintr-una dintre soluții (ICN, % peptonă, soluție Hank, hidrolizat de lactalbumină) Păstrați mediul la frigider Materialul este însămânțat în lichidul de condensare Înainte de inoculare, - ml de sânge se diluează de - ori cu CNI cu citrat de sodiu ( ml de citrat de sodiu % la ml de sânge) și se centrifughează timp de minute la rpm Partea lichidă și stratul albicios superficial al sedimentului (conține leucocite și paraziți) sunt aspirate cu o pipetă sterilă și centrifugate încă minute la - rpm Pentru studiu se utilizează sedimentul și stratul inferior al supernatantului Punctele se diluează în - ml de ICH înainte de însămânțare Formele Leptomonas de leishmania pot fi detectate în a -a- -a zi după însămânțare Mediul Rogers este CNI suplimentat cu % citrat de sodiu Mediul se toarnă în eprubete mici de ml și se sterilizează În fiecare eprubetă se inoculează , - , ml de sânge de testat Formele leptomonade de leishmanie apar în a -a- -a zi de incubație la - °C Mediul Raschke-Reichenov este utilizat pentru cultivarea Trypanosoma gambiense ml de soluție Ringer este turnat în tuburi de centrifugă, sterilizat și la acestea se adaugă ml de sânge uman citrat ( parte de sânge + parte de citrat de sodiu % în ICN) După verificarea sterilității, se inoculează picătură de sânge de testat în fiecare eprubetă Pentru a suprima creșterea microorganismelor, la mediu se adaugă de unități de penicilină și de unități de streptomicină la ml de mediu Cultivat la - ° C Tripanozomii pot fi detectați în a - -a zi după însămânțare Adăugarea de , % glucoză la acest mediu îl face potrivit pentru cultivarea Trypanosoma cruzi Mediul Weinman este agar cu sânge dens cu plasmă de sânge uman citrat La ml de apă distilată se adaugă g de MPA uscat (sau agar Difko), pH , , se amestecă, se sterilizează și se răcește Se adaugă ml de eritrocite și citrat de plasmă sanguină, inactivat timp de de minute la °C, la ml de mediu, se amestecă, se toarnă în flacoane sau se cosi în eprubete Mediul este utilizat pentru cultivarea Trypanosoma rhodesiense și T gambiense, care prezintă colonii proeminente pe suprafața agarului în zilele - Mediul LIT pentru cultivarea Trypanosoma cruzi are următoarea compoziție (g/l): extract de ficat, cloruri de sodiu și potasiu - , fiecare, fosfat de sodiu - , , triptoză (tripton) - , , glucoză - , g, sânge de bovine - ml Mediul este inactivat timp de oră la °C După răcire, se adaugă ml hemoglobină ( ml eritrocite bovine precipitate + ml apă distilată), mediul este ajustat la pH , și sterilizat prin filtrare printr-un filtru Seitz sub presiune Mediul preparat este turnat în eprubete sau baloane Erlenmeyer de ml, unde o picătură din materialul de testat este inoculată și incubată la - °C, protejând culturile de uscare Ameba dizenterică, balantidia, Trichomonas intestinal, chilomasticele sunt mai ușor de identificat prin metode microscopice decât prin cultivare, dar dacă este necesar se poate folosi și însămânțarea pe medii nutritive Mediu Pavlova (g/l)', clorură de sodiu - , , fosfat de sodiu - , , fosfat acid de potasiu - , Sărurile se dizolvă în apă distilată, se sterilizează, se toarnă în eprubete de , ml, se răcesc, iar în fiecare eprubetă se adaugă , ml de ser de cal Mediu cu extract de ficat' ICN - ml, MPB - ml, extract de ficat - ml, glucoză - , g, fosfat de sodiu și fosfat acid de potasiu - , g fiecare Amestecul este sterilizat, răcit și se adaugă ser de sânge nativ de bovine ( parte pentru - părți din amestec) Mediul rezultat se toarnă în tuburi sterile de - ml Ameba dizenterică crește abundent pe acest mediu Reis miercuri BCH ( parte) este amestecat cu ICN ( părți), sterilizat, îmbogățit cu ser steril de cal sau bovin ( parte de ser la - părți de mediu) și turnat în eprubete de - ml Balantidia, ameba dizenteriei, Trichomonas intestinale cresc bine pe acest mediu Pentru cultivarea cu succes a protozoarelor care trăiesc în canalul alimentar, materialul de testat este introdus în eprubete cu mediul (fecale formate - un bulgăre de aproximativ , cm în diametru, lichid - câteva picături), iar în același timp însămânțarea se face în - eprubete Înainte de însămânțare, eprubeta cu mediu este încălzită la ° C și la fiecare se adaugă - bucle de amidon de orez steril pentru a inhiba creșterea ciupercilor Amidonul ( - g fiecare) se sterilizează prin căldură uscată la °C timp de oră și zile la rând în eprubete închise cu tampoane de vată Amidonul nu trebuie lăsat să ardă, deoarece devine maro și devine inutilizabil Se iau în considerare rezultatele inoculărilor primare și materialul este subcultivat la fiecare , , și chiar de ore În același timp, o picătură de sediment este plasată pe o lamă de sticlă, acoperită cu o lamă și microscopată Studii serologice, alergologice și biologice Studiu serologic În protozooză, serodiagnostica are o importanță secundară, dar permite studierea dinamicii procesului infecțios Reacțiile serologice cu diagnosticul antigenic fac posibilă detectarea prezenței în organism a pacienților cu AT și cu diagnosticul de anticorpi - AH Pentru diagnosticul protozoozei se folosesc următoarele reacții serologice; RA (tripanosomiaza americană), RP (tripanosomiaza americană, amebiaza), RSK (tripanosomiaza americană, toxoplasmoza, leishmanioza viscerală, amebiaza), RIF (tripanosomiaza americană, malaria, toxoplasmoza, leishmanioza viscerală, amebiaza), RIGASOplasmoza (RIF) ), malaria tropicală, amebiaza, leishmanioza cutanată și viscerală, tripanosomiaza americană) Tehnica reacțiilor serologice în protozooză nu diferă de cea a altor boli infecțioase Cu ajutorul unui studiu serologic, este posibil să se clarifice prevalența uneia sau alteia protozooze într-o zonă dată, să se verifice fiabilitatea eliminării acesteia sau eficacitatea măsurilor luate și să se studieze rolul migrației populației în transferul de agenți patogeni Testarea serologică joacă un rol important urmărire la identificarea donatorilor infectați pentru a preveni malaria post-transfuzională, tripanosomiaza americană etc Cercetări alergologice Testele alergice pentru diagnosticarea protozoozei sunt utilizate într-o măsură limitată - doar pentru a confirma diagnosticul de leishmanioză cutanată (test cutanat cu leishmanin, reacție Muntenegru) și toxoplasmoză (test cu toxoplasmină) Din punct de vedere tehnic, aceste teste sunt efectuate în mod similar cu testele cu alți alergeni microbieni Cercetare biologică Infecția animalelor experimentale este utilizată pentru a confirma diagnosticul unui număr de protozooze, precum și în scopuri științifice, în special, pentru a studia patogenitatea protozoarelor, a determina virulența diferitelor tulpini, patogeneza și anatomia patologică a protozoozelor, eficacitatea de droguri etc Pentru infecția cu amebe și balantidii dizenterie, se folosesc pui de șobolan de - săptămâni, cobai, pisoi, căței, hamsteri aurii, pentru infecția cu Giardia - șoareci Cu leishmanioză infectează șoarecii albi și hamsterii, cu tripanosomiaza americană - cobai, cu tripanosomiaza africană - maimuțele, cu toxoplasmoza - șoarecii albi Când animalele sunt infectate, materialul de testat este injectat parenteral, în cecum în timpul laparotomiei efectuate sub anestezie sau printr-o sondă lungă din plastic Cea mai simplă metodă de infectare este hrănirea animalelor cu materialul de testat Timp de lună după infectare, sângele animalelor este examinat microscopic sau animalele sunt ucise, se prepară tampoane din organele lor, se examinează preparate histologice din țesuturile afectate etc CAPITOLUL DIAGNOSTICUL MICROBIOLOGIC AL INFECTIILOR SELECTATE Malarie Bolile la om sunt cauzate de patru tipuri de plasmodii malarice, clasificate ca microorganisme din grupa a -a de patogenitate: Plasmodium falciparum (malaria tropicală), Plasmodium vivax (malaria de trei zile), Plasmodium malariae (malaria de patru zile) și Plasmodium ovale (trei zile) -zi, malarie ovală) Agenții cauzali ai malariei au un ciclu complex de dezvoltare cu o schimbare a gazdelor Ciclul sexual de dezvoltare, sau sporogonia, are loc în corpul unui țânțar femel din genul Anopheles, ciclul asexuat (schizogonia) are loc în corpul uman, iar paraziții se înmulțesc mai întâi în celulele hepatice (schizogonia tisulară), apoi infectează eritrocite (schizogonie eritrocitară) Diagnosticul protozoologic este posibil în stadiul schizogoniei eritrocitare Microscopie Sângele pentru prezența malariei Plasmodium este examinat atât în timpul febrei, cât și la temperatura normală a corpului Un frotiu și o picătură groasă de sânge sunt colorate microscopic prin metoda Romanovsky-Giemsa Pentru testul de sânge al fiecărui pacient se pregătesc - preparate Examinarea microscopică a unui frotiu de sânge evidențiază plasmodia localizată în eritrocite Citoplasma paraziților este colorată cu albastru de intensitate variabilă, nucleul este roșu vișiniu În citoplasma Plasmodiumului în stadiul schizontului propriu-zis, se poate găsi un pigment (granule mici de culoare maro sau maro închis) Intensitatea culorii este determinată de calitatea colorantului și de reacția apei pe care se prepară soluția, precum și de durata prelucrării În cazuri de urgență, sângele proaspăt nepătat este examinat microscopic Medicamentul este plasat pe o masă încălzită Într-o picătură de sânge închisă între o lamă de sticlă și o sticlă de acoperire, eritrocitele afectate au "iluminare" datorită paraziților aflați în ele, care produc mișcări ameboide Când se examinează sângele pacientului, este necesar să se țină seama de etapele succesive de dezvoltare a formelor asexuate (eritrocitare) de paraziți, care se caracterizează prin următoarele caracteristici: merozoit - o formă rotundă sau ovală, este localizat un mic bulgăre de citoplasmă lângă nucleu; trofozoit în formă de inel - o margine îngustă a citoplasmei înconjoară o mică vacuolă, există un nucleu; trofozoit ameboid - forma este diferită în funcție de numărul și dimensiunea pseudopodiilor, dimensiunea crește pe măsură ce se dezvoltă, există un nucleu; schizont - conține două sau mai multe nuclee; morula - diviziunea completă a nucleului și citoplasmei în merozoiți Formele sexuale ale plasmodiilor - gametocitele (gamonts) nu au vacuole și pseudopodii, masculin (microgametocite) și feminin (macrogametocite) diferă ca mărime și structura nucleului, intensitatea culorii citoplasmei și mărimea Este prezentată morfologia unuia dintre agenții cauzali ai malariei într-un frotiu subțire și o picătură groasă de sânge (vezi insertul colorat în Fig , ) Morfologia agenților patogeni ai malariei într-un frotiu subțire Caracteristicile morfologice ale malariei Plasmodium sunt prezentate în tabel Trofozoiții în formă de inel de P vivax, P malariae, P ovale (dimensiuni - µm) sunt similari unul cu celălalt, ocupând aproximativ diametrul Tabelul Diagnosticul diferențial al plasmodiei malariale într-un frotiu de sânge colorat conform Romanovsky-Giemsa (conform lui Sh D Moshkovsky, N D Demina) Specii Plasmodium Schizogonie, h Stadiul de dezvoltare Trofozoiții inelare Sex la trofozoiții adulți Schizontii maturi Gamonts Eritrocitele afectate P vivax Trofozoiții, schizoții, gamonții Inelele de formă neregulată care ocupă / -'L diametrul unui eritrocit Pseudopodiile sunt bine exprimate Paraziții, în funcție de vârstă, ocupă mai puțin, jumătate sau mai mult de jumătate din eritrocitul afectat La începutul dezvoltării pigmentul este distribuit uniform, pe măsură ce se maturizează, se formează aleatoriu aglomerări de - merozoiți în jurul unui pâlc compact de pigment Gamontele femele sunt mari, rotunjite, nucleul mic, citoplasma intens colorată; gamont masculin cu nucleu mare și citoplasmă palidă, diametrul lor depășește dimensiunea unui eritrocit normal Se detectează granularitate Schuffner mărită, decolorată P taia - Trophozoa - La fel, Pseudopodia nu - - , mai des La fel ca în Valoare nu gіae tu, schizonti, gamonti ca la P vivax sunt aspru exprimate, late Unii dintre paraziți iau o formă de panglică: parazitul este alungit peste eritrocit sub forma unei panglici mai mult sau mai puțin late, de-a lungul uneia merozoiți sunt localizați într-o rozetă regulată de-a lungul periferiei pigmentului P vivax colectat într-un bulgăre, dar diametrul lor nu depășește dimensiunea unui eritrocit normal se modifică, se detectează granularitatea lui Ziemann Sfârșitul mesei Specii Plasmodium Shizogony, h Stadiul de dezvoltare Trofozoiți inelare Trofozoiți subadulti Schizonti maturi Gamonts Eritrocite afectate P falei -param P ovale Trofozoiți în formă de inel, gamonți; trofozoiți și schizoți semi-adulti (în comă) Trofozoiți, schizoți, gamonți Mici, ocupă / - / din diametrul unui eritrocit, adesea - paraziți se găsesc într-un eritrocit Aceeași dimensiune ca la P vivax , dar cu un nucleu mai mare marginea sa are un nucleu alungit, de-a lungul cealaltă parte există un pigment asemănător trofozoiților semi-adulti de P matriariae, dar spre deosebire de aceștia conțin un pigment maro închis, aproape negru, colectat într-un bulgăre Similar cu trofozoiții ameboizi ai P maitadiae, dar au o dimensiune mai mare și un nucleu mai mare - , de obicei merozoiți mici dispuși la întâmplare în jurul pigmentului colectați într-un bulgăre - merozoiți mari localizați aleatoriu în jurul pigmentului, nucleele sunt mai mari decât la merozoiții altor specii de formă Semiluna: femelele sunt lungi, cu o citoplasmă gri-albăstruie și un nucleu compact; mascul - scurt, cu citoplasmă roz-liliac și nucleu mai puțin compact La fel ca P vivax Magnitudinea nu se modifică, se detectează granularitatea lui Maurer, de formă ovală marcat mărită, cu margini festonate, se detectează granularitatea lui James eritrocit Nucleii din trofozoiții în formă de inel P vivax și P taigae sunt rotunzi, în P ovale sunt mai mari și de formă neregulată Marginea citoplasmei nu este lată, se îngustează spre nucleu, contururile citoplasmei sunt uniforme Trofozoiții tineri în formă de inel de P falciparum (vezi insertul color, Fig , - ) sunt mici ( , - , microni), ocupă aproximativ o parte din diametrul eritrocitei, nucleul este mic, rotund, în jurul acestuia există o citoplasmă de margine delicată foarte subțire Uneori, lângă nucleu se găsește o formațiune rotunjită, similară cu nucleul, dar mai mică ca dimensiune (aceasta este partea centrală densă a nucleului, eliberată din acesta în timpul pregătirii frotiului) Trofozoiții mai vechi în formă de inel sunt mai mari - până la V$ din diametrul unui eritrocit, au o margine groasă a citoplasmei, înclinându-se brusc spre nucleu Într-o secțiune groasă a citoplasmei pot fi găsite granule mici de pigment În malaria tropicală necomplicată, din formele ciclului asexuat din sângele periferic, de regulă, se găsesc doar trofozoiți în formă de inel, iar într-un eritrocit pot exista - inele Trofozoiții amiboizi ai P vivax au forme diverse: există unul sau mai multe pseudopode, precum și una sau mai multe vacuole Nucleul este rotund sau oval În citoplasmă, pigmentul este "împrăștiat" sub formă de granule maro închis de diferite dimensiuni și forme În funcție de vârstă, parazitul ocupă o parte mai mare sau mai mică a eritrocitului Trofozoiții ameboizi ai P maitae sunt rotunzi și ovali, pseudopodiile sunt scurte și late, citoplasma este mai închisă decât la P vivax, iar pigmentul este mai grosier Nucleul are formă neregulată, adesea unghiulară Destul de des trofozoiții de P mariae au aspectul unei panglici situate peste eritrocit Miezul formelor de tip panglică este alungit, alungit de-a lungul marginii panglicii Trofozoiții amiboizi ai P falciparum au formă rotundă sau ovală, lipsiți de vacuole, nucleul este rotund, de formă neregulată, pigmentul este negru și este situat compact Aceasta și formele ulterioare de R falciparum, de regulă, nu se găsesc în sângele periferic, deoarece eritrocitele care le conțin sunt reținute în capilarele organelor interne și țesuturile profunde Trofozoiții tineri ai P ovale păstrează adesea forma unui inel, cei mai bătrâni sunt asemănători cu P malariae Dimensiunile schizonților la agenții patogeni ai malariei cresc în următoarea ordine: P vivax, P ovale, P falciparum Morula P vivax contine - de merozoiti (de obicei - ), dispusi aleatoriu Între ele se află o grămadă de pigment Morula de P maitae conține - (de obicei ) merozoiți mari, care sunt aranjați sub formă de rozetă Morula R falciparum este formată din - de merozoiți foarte mici, ocupând o parte din eritrocit Numărul de merozoiți din morula P ovale este de - (de obicei ), sunt mari, au un nucleu de formă neregulată Gametocitele P vivax, P malariae și P ovale sunt rotunde sau ovale, cele mai mari gametocite sunt la P vivax, cele mai mici la P malariae Boabele de pigment sunt mai mari decât la schizoți; sunt distribuite uniform în citoplasma gametocitelor Gametocitele feminine au un nucleu mic compact, care este situat mai aproape de marginea citoplasmei și este colorat în albastru închis Nucleul gametocitelor masculine este mare, liber, situat în centru, colorat într-o culoare roz-violet Gametocitele celor trei tipuri enumerate de Plasmodium apar și dispar din sângele periferic simultan cu trofozoiții Gametocitele P falciparum au o formă de semilună caracteristică, nucleul fiind situat în partea de mijloc a citoplasmei În formele feminine este mic și compact, la mascul este mare și liber Pigmentul sub formă de bețișoare scurte înconjoară nucleul În frotiurile subțiri, gametocitele sunt localizate liber între celulele sanguine Perioada de dezvoltare a gametocitelor P falciparum într-un eritrocit este de câteva ori mai lungă decât durata schizogoniei Ele apar în sângele periferic în a - -a zi după detectarea trofozoiților în formă de inel și continuă să intre în sânge la câteva săptămâni după dispariția lor pe fondul absenței manifestărilor clinice ale bolii Eritrocitele afectate de P vivax sunt mărite în diametru până la - microni, se colorează mai rău conform Romanovsky-Giemsa decât cele neafectate Modificări similare se observă în malaria cauzată de R ovale Dimensiunile și colorarea eritrocitelor care conțin R malariae și R falciparum nu se modifică Adesea, eritrocitele afectate de P ovale capătă o formă neregulată, iar în unele dintre eritrocite una dintre laturile înguste are o margine zimțată (franjuri) În eritrocitele care conțin P vivax în diferite stadii de dezvoltare, sunt dezvăluite multe granule mici azurofile (granularitate Schuffner) Boabele mai rare și mai mari se găsesc în prezența R ovale (bob James) în eritrocite În eritrocitele cu trofozoiți de P falciparum în formă de inel, cu colorare prelungită (peste oră) a frotiurilor, se observă uneori o cantitate mică de boabe mari azurofile (granul lui Maurer) În cazurile în care agentul cauzal este P malariae, colorarea prelungită cu o soluție de colorant alcalin ( ore la pH , - , ) dezvăluie granularitatea Ziemann fină în eritrocite Morfologia agenților patogeni ai malariei într-o picătură groasă Trofozoiții în formă de inel de P vivax, P ovale, P malariae au aproximativ aceeași dimensiune, într-o picătură groasă se sparg adesea, se deformează, căpătând forma unei virgulă, semn de exclamare, iar citoplasma se micșorează în jurul nucleului în forma unui bulgăre rotunjit sau triunghiular În plus, cu aceste forme de malarie, împreună cu trofozoiții în formă de inel, se găsesc adesea și alte forme de paraziți, prin care se poate determina tipul de agent patogen Schimbări similare apar cu trofozoiții în formă de inel ai P falciparum, dar unii dintre ei își păstrează forma și se disting clar Uneori, citoplasma este ruptă și situată pe ambele părți ale nucleului ("aripi de rândunică"), se găsesc adesea nuclee bifurcate La determinarea tipului de Plasmodium, trebuie luat în considerare faptul că, în alte stadii de dezvoltare, agentul patogen din sângele periferic, de regulă, nu este detectat Trofozoiții P vivax asemănător cu amibei într-o picătură groasă sunt deformați, citoplasma lor este comprimată și ruptă, situată în apropierea nucleului, sub formă de două sau mai multe bulgări, ceea ce este caracteristic acestei specii Trofozoiții de P taigae într-un frotiu sunt formațiuni compacte ovale sau rotunjite care conțin o cantitate mare de pigment În stadiul morulării, diferite tipuri de plasmodii sunt diferențiate prin numărul de merozoiți și forma morulei La P maitae si intr-o picatura groasa isi pastreaza forma unei rozete În malaria cauzată de P vivax, eritrocitele afectate nu sunt întotdeauna complet distruse, iar granularitatea lui Schüffner este, de asemenea, păstrată Schizonții și morulele P ovale sunt asemănătoare cu cele ale P maitae, dar au un nucleu mai mare și conțin mai puțin pigment; există eritrocite afectate nedistruse P ovale diferă de P vivax prin nuclee mari, de formă neregulată, absența unor trofozoiți ameboizi mari "sfâșiați", precum și a merozoiților mari și a numărului lor mai mic în morula Gametocitele feminine (gamonts) ale P vivax și P taigae într-o picătură groasă nu pot fi distinse de trofozoiții adulți Gametocitele masculine se disting printr-un nucleu mare înconjurat de o margine îngustă de citoplasmă albastru pal, cu granule de pigment împrăștiate peste el Gametocitele de P falciparum au o formă de semilună caracteristică, mai ales dacă sunt situate de-a lungul periferiei sau în zone subțiri ale picăturii Dacă se suspectează malaria rezistentă la clorochină, devine necesar să se țină cont de conținutul cantitativ al paraziților din sânge înainte și în timpul tratamentului Pentru aceasta, se examinează o picătură groasă: se numără numărul total de leucocite și plasmodii situate în câmpul vizual, se ia în considerare numărul total de agenți patogeni la de leucocite și se face recalcularea la ml în funcție de conținutul de leucocite în volumul specificat de sânge prin întocmirea unei proporții Un test de sânge pentru leucocitoză și determinarea conținutului cantitativ de plasmodiu trebuie efectuate sincron, altfel rezultatele vor fi distorsionate * Când se examinează o picătură groasă, paraziții pot fi detectați la o concentrație de cel puțin de indivizi în ml de sânge Studiu serologic Serodiagnosticul malariei (RIA, ELISA) este rar efectuat, în principal în implementarea supravegherii epidemiologice PCR Au fost dezvoltate metode pentru diagnosticarea genică a malariei folosind PCR convențională și imbricată, iar preparatele de sânge "picătură groasă" colorate anterior conform Romanovsky-Giemsa pot fi utilizate pentru a izola ADN-ul agentului patogen În plus, PCR imbricată face posibilă diferențierea între recidiva malariei rezistente la medicamente și reinfecția Sensibilitatea ridicată a analizei PCR contribuie la o detecție mai eficientă a persoanelor infectate cu malarie și previne subdiagnosticarea și supradiagnosticarea infecției Criptosporidioza Criptosporidioza apare predominant ca o boală diareică asemănătoare holerei, a cărei severitate depinde de imunocompetența organismului gazdă Cei mai frecventi agenți cauzali ai infecției sunt protozoarele din clasa sporozoarelor - Cryptosporidium parvis și Cryptosporidium muris - microorganisme din grupa a -a de patogenitate Cu infecția cu HIV și alte imunodeficiențe, criptosporidiumul poate afecta și sistemul respirator (pneumonie) Materialul pentru studiu este fecale, biopsii ale mucoasei intestinale, căilor biliare, vezicii biliare, conform indicațiilor - spută și biopsii de țesut pulmonar Severitatea diareei, de regulă, corespunde numărului de oochisturi ale agentului patogen din scaun Principala metodă de diagnosticare este detectarea oochisturilor prin microscopie a materialului studiat Microscopie Scaunele și sputa pot fi tratate prin flotație pentru a concentra agentul patogen (vezi mai sus) Cea mai comună metodă de cercetare este prepararea unui frotiu subțire, colorat conform Ziehl-Neelsen Datorită rezistenței la acizi, oochisturile de criptosporidium sunt colorate în roșu, marea majoritate a altor microorganisme sunt albastre Oochisturile sunt formațiuni rotunjite cu un diametru de aproximativ microni (vezi insertul color, Fig ) albire Colorațiile histologice convenționale sunt utilizate pentru colorarea probelor de biopsie În cursul diagnosticului, este necesar să se diferențieze criptosporidiumul de alte coccidii patogene: Cyclospora cayetanensis și Isospora belii Aceste microorganisme au o morfologie similară și sunt, de asemenea, rezistente la acizi În preparatele histologice ale țesuturilor intestinale, criptosporidiul sunt localizați în principal pe suprafața enterocitelor, în timp ce ciclosporidia și izosporii sunt localizați intracelular Alte cercetări Metodele foarte eficiente pentru detectarea oochisților patogeni sau a antigenelor acestuia din material sunt RIF direct și ELISA Avantajul acestor metode este specificitatea ridicată datorită interacțiunii anticorpilor de diagnostic cu AG al agentului patogen (specificitatea ELISA atinge %) Nu sunt efectuate studii serologice pentru criptosporidioză Toxoplasmoza Agentul cauzal al toxoplasmozei, Toxoplasma gondii, este un parazit intracelular care afectează aproape toate organele și țesuturile animalelor cu sânge cald, păsărilor și oamenilor În conformitate cu clasificarea internă, se face referire la microorganismele din grupa a -a de patogenitate (microorganisme patogene condiționat) Ca material pentru studiu, punctate ganglionilor limfatici, lichid cefalorahidian, sânge, secțiuni histologice ale ganglionilor limfatici, amigdale, bucăți de organe ale cadavrului, creier, ficat, splina, plămâni și în cazurile de sarcină patologică - se folosesc placenta si lichidul amniotic Microscopie Studiul frotiurilor și preparatelor histologice necesită atenție și experiență, deoarece cantitatea de toxoplasmă din material este mică și pot fi confundate cu alte formațiuni Toxoplasma are o formă semilună sau arcuită de - microni lungime, - microni lățime Un capăt al excitatorului este ascuțit, iar celălalt este oarecum rotunjit Când este colorată conform Romanovsky-Giemsa, citoplasma Toxoplasmei devine albastră, iar nucleul, situat în centrul parazitului și ocupând aproximativ % din corpul său, devine roșu rubiniu (vezi insertul de culoare, Fig , A) Cercetare biologică Pentru biotest se folosesc șoareci albi, care sunt infectați cu o centrifugată de lichid cefalorahidian, sânge, punctat de ganglioni limfatici, material cadaveric etc Sângele ( - ml) este centrifugat la viteză mică, se ia plasmă și se recentrifuge Sedimentul de globule albe obținut după aceasta, precum și o suspensie din organe, se injectează intraperitoneal la , ml în șoareci albi: Material pentru biopro trebuie utilizat imediat, dacă este necesar, poate fi păstrat la - ° C (nu mai mult de - de ore) La șoareci se dezvoltă o formă acută de toxoplasmoză, paraziții se găsesc în exudatul peritoneal, mai rar în ficat, splină și plămâni La - săptămâni după infecție, în creier apar chisturi Toxoplasme Pentru a le detecta, o bucată de creier este zdrobită între o lamă de sticlă și o lamă și microscopată la o mărire mică Puteți pregăti frotiuri și amprente cerebrale, le puteți fixa și pete conform Romanovsky-Giemsa Cercetarea biologică este utilizată în principal în scopuri științifice, în special, pentru a studia virulența diferitelor tulpini de Toxoplasma etc Studiu serologic Microscopia și testele biologice în diagnosticul toxoplasmozei rareori dau rezultate pozitive Mai valoros este un studiu serologic, inclusiv reacția cu colorantul Sabin-Feldman (RSF), RIF indirect, RSK, RIGA Se folosește și un test alergic cu toxoplasmină Reacția cu colorantul Sabin-Feldman (RSF) devine pozitivă la sfârșitul primei săptămâni de boală Se referă la reacțiile de neutralizare a antigenului și se bazează pe faptul că, după expunerea la anticorpi specifici, Toxoplasma își pierde capacitatea de a percepe culoarea in vivo Reacția este considerată pozitivă dacă mai mult de % din Toxoplasma nu este colorată (se iau în considerare doar protozoarele localizate extracelular) Toxoplasmele colorate au formă rotundă, necolorate au formă de seceră, citoplasma lor este transparentă (vitroasă), doar nucleul este colorat Titrul de diagnostic al RSF este de : și mai mult Dezavantajul RSF este că pentru producerea sa este necesară o tulpină proaspătă de Toxoplasma RIF se efectuează cu un antigen comercial standard de la Toxoplasma ucisă În ceea ce privește specificitatea, această reacție este inferioară RSF, deoarece dă rezultate fals pozitive la pacienții cu boli difuze ale țesutului conjunctiv Valoarea de diagnosticare are RIF la titrul : și mai sus O variantă a acestei reacții - RIF-ZgAf (testul Remington) - vă permite să detectați anticorpi din clasa IgM, indicând un proces acut Acest test este utilizat pentru a confirma diagnosticul de toxoplasmoză congenitală Cu ajutorul RIF indirect, anticorpii la toxoplasmă sunt detectați deja la sfârșitul primei săptămâni de boală RIGA este, de asemenea, utilizat pentru a diagnostica toxoplasmoza RSK devine pozitiv din a -a săptămână de boală Studiile repetate ne permit să urmărim creșterea titrului de anticorpi care fixează complementul Pentru ELISA, se folosesc antigeni solubili de toxoplasmă și anticorpi la imunoglobulinele umane marcate cu peroxidază sau fosfatază Trebuie avut în vedere că în toxoplasmoză, anticorpii de diferite clase se formează asincron și cu intensități diferite Prin urmare, pentru fiabilitatea diagnosticului, ar trebui efectuate - teste diferite cu seruri pereche Un rezultat pozitiv al unui singur studiu prin orice metodă indică faptul că pacientul este infectat cu Toxoplasma Rezultatele negative ale unui studiu serologic indică absența toxoplasmozei la subiect Cercetări alergologice Un test alergic cu toxoplasmină dezvăluie prezența sensibilizării organismului ca urmare a infecției cu toxoplasmă, dar nu permite să se judece activitatea procesului Un test pozitiv este considerat un indicator al reactivității bune a organismului și al unei imunități suficient de pronunțate Alergenul pentru testarea intradermică - toxoplasmina - se obține din exudatul peritoneal al șoarecilor albi infectați cu toxoplasmă Un test alergic cu toxoplasmină nu se administrează copiilor sub doi ani și persoanelor peste de ani, deoarece sunt posibile reacții fals negative din cauza reactivității legate de vârstă Rezultatele testelor alergice trebuie luate în considerare numai în combinație cu datele serologice Deci, un test pozitiv cu toxoplasmină cu rezultate negative ale reacțiilor serologice indică o invazie pe termen lung, iar un RIF pozitiv la titruri mici în combinație cu un RSK negativ indică atenuarea procesului Infecția proaspătă se caracterizează prin prezența anticorpilor în RIF cu RSK negativ și un test alergic Diagnosticul de toxoplasmoză congenitală se face în prezența manifestărilor clinice tipice și a unei creșteri a titrului de anticorpi specifici la copil, combinată cu rezultatele pozitive ale testelor serologice la mamă tripanosomiaza Există două forme de tripanosomiază la om, africană (boala somnului) și americană (boala Chagas) Agenții cauzali ai bolii somnului sunt microorganismele din grupa a -a de patogenitate: varianta Trypanosoma brucei gambiense și varianta mai virulentă Trypanosoma brucei rhodesiense Boala Chagas este cauzată de protozoarul Trypanosoma cruzi Din punct de vedere morfologic, aceste trei tipuri de tripanozomi sunt similare între ele Materialul pentru studiu este sânge, lichid cefalorahidian, punctate de ganglioni limfatici, stern, bucăți de țesut afectat Microscopie Un preparat nativ, un frotiu și o picătură groasă de sânge sunt examinate microscopic Dacă rezultatul este negativ, se utilizează metoda de îmbogățire - un amestec de ml de sânge cu ml de soluție de citrat de sodiu , % este centrifugat timp de minute la - rpm, supernatantul este aspirat într-un tub de centrifugă și nativ și colorat se prepară din sediment Apoi supernatantul este recentrifugat timp de de minute și din sediment se prepară din nou preparate, care sunt fixate și colorate conform metodei Romanovsky-Giemsa Frotiurile din sedimentul lichidului cefalorahidian, punctate ale ganglionilor limfatici și sternului sunt colorate în mod similar În preparate, sunt vizibili tripanozomi extracelulari (vezi insertul color, Fig ) - x , - , microni cu un nucleu roșcat-violet situat în partea de mijloc a corpului agentului patogen La capătul posterior al tripanozomului se află blefaroplastul, iar în spatele acestuia se află un kinetoplast în formă de tijă sau rotundă Un flagel pleacă de la blefaroplast, care merge spre învelișul exterior al tripanozomului și, curbându-se în valuri, ajunge la capătul său anterior Aici se termină flagelul, ieșind liber Între corpul tripanozomului și flagel este o membrană ondulată transparentă În stadiul acut al bolii Chagas, tripanozomii pot fi găsiți în sânge În forma cronică a bolii, numărul lor este mic, astfel încât examinarea microscopică este ineficientă În aceste cazuri, se folosește uneori xenodiagnostic (hrănirea persoanelor bolnave cu insecte triatomice, în intestinele cărora tripanozomii se reproduc cu excrementele insectelor, unde se găsesc din a -a zi după hrănire) Studiu serologic Serodiagnosticul a fost dezvoltat doar pentru boala Chagas În acest scop se folosește RP, antigenul pentru care este un extract din tripanozomi și RA cu tripanozomi vii obținut din sângele animalelor infectate sau ca urmare a cultivării Suficient de sensibil pentru diagnosticul bolii Chagas este RSK, în care antigenul este un extract din mușchiul inimii animalelor infectate RP și RA sunt utilizate în perioada acută a bolii, iar RSK - în etapele ulterioare Reacția este evaluată prin creșterea titrului anticorpilor de fixare a complementului Pentru diagnosticarea tripanosomiazei, au fost dezvoltate și modificări ale RIF și ELISA Lizatele de tripanozomi obținute după infectarea animalelor sau cultivarea pe medii nutritive servesc drept antigene pentru ELISA Cercetare biologică Pentru diagnosticul tripanosomiazei se poate folosi un test biologic pe cobai (T cruzi), șoareci sau șobolani albi (rhodesiense), maimuțe (gambiense) Animalele sunt injectate cu - ml din sângele pacientului, iar începând cu a -a săptămână timp de lună, sângele animalelor, precum și organele și țesuturile, este examinat pentru prezența tripanozomilor Agentul cauzal al bolii Chagas (G cruzi) în sângele periferic are o formă tripanosomală, în celule își pierde membrana ondulată și se transformă într-o formă leishmanială cu dimensiuni de la , la - microni Ca urmare a reproducerii tripanozomilor prin simpla diviziune, celulele afectate mor Acumularea de forme leishmaniale de T cruzi aflate liber poate fi găsită în diferite organe, mai des în inimă Alte cercetări În diagnosticul tripanosomiazei africane, pe lângă diagnosticul etiologic, este important să se determine stadiul bolii Pentru a face acest lucru, examinați lichidul cefalorahidian Pentru prima etapă (incipiente) a bolii, conținutul de proteine nu este mai mare de mg / l, celule - nu mai mult de per ml Un conținut mai mare de proteine și celule indică leziuni severe ale sistemului nervos central și indică stadiul (târziu) al bolii leishmanioza Leishmania parazitează la vertebrate și la oameni sub formă leishmanială (intracelulară, fără amastigot) A doua gazdă și purtătoare a Leishmania sunt țânțarii, în corpul cărora paraziții se găsesc în forma leptomonas (promastigotos, flagelat) Când este cultivată pe medii nutritive artificiale, Leishmania formează și forme flagelate Agentul cauzal al leishmaniozelor cutanate este Leishmania tropica, leishmanioza viscerală este Leishmania donovani, microorganisme din grupa a -a de patogenitate Microscopie Cea mai informativă metodă de diagnosticare a leishmaniozelor viscerale este microscopia frotiurilor de măduvă osoasă, punctate ganglionilor limfatici și splinei, colorate conform Romanovsky-Giemsa Amastigotele sunt localizate în citoplasma celulelor histiofagocitare (piele, mucoasa, organele interne etc ) În timpul pregătirii frotiurilor, din cauza deteriorării acestor celule, Leishmania sunt eliberate și localizate extracelular sau în fragmente din citoplasma celulelor distruse Amastigotele sunt ovale sau rotunde ca dimensiune - x - microni Atunci când este colorată conform Romanovsky-Giemsa, citoplasma amastigotului capătă o culoare gri-albastru, nucleul situat în partea centrală, iar cinetoplastul situat lângă nucleu, având au o culoare roșiatică-violet Prezența unui nucleu și a unui kinetoplast face posibilă distingerea Leishmania de alte formațiuni găsite în preparat În frotiurile preparate din răzuirea elementelor pielii, celulele infiltrate se disting clar: fagocite, endoteliocite, plasmocite, celule limfoide, fibroblaste și o cantitate mică de celule sanguine periferice Prezența celulelor epiteliale și a aglomerărilor fără structură, liliac colorate uniform, înseamnă că răzuirea se face prea superficial și studiul trebuie repetat Cu o răzuire bine făcută, leishmania (£ tropica) sunt localizate în fagocite sau celule exterioare sub formă de corpuri ovale, rotunde sau alungite cu diametrul de - μm, cu o citoplasmă gri-albastru și un nucleu roșu-violet Un kinetoplast intens colorat este vizibil în apropierea nucleului Cercetare culturală Când Leishmania se propagă pe mediu LTO la °C, se observă o creștere abundentă în ziua - Culturile sunt păstrate la temperatura camerei Culturile se sărbătoresc microscopic zilnic (cu un obiectiv de x) Pentru a detecta agentul patogen, preparatele native sunt preparate folosind metoda picăturii zdrobite În cultură, celulele Leishmania capătă o configurație alungită ( - µm) cu un mănunchi (promastigote) Dacă în de zile agentul patogen nu este detectat, rezultatele culturii sunt considerate negative, dar acest lucru nu exclude complet leishmanioza Cercetare biologică Un biotest este, de asemenea, utilizat pentru a diagnostica leishmanioza Infectează animalele (intracardiace, intrahepatică, intraperitoneală, intravenoasă) și determină prezența agentului patogen în splină, măduvă osoasă, ganglioni limfatici, ficat Studiu serologic Serodiagnostica (RIF, RPG, RSK) este utilizată pe scară largă pentru studii epidemiologice în zonele endemice pentru leishmanioza viscerală Suficient de sensibile și specifice sunt RIF indirect și testul de imunoperoxidază (IPP) mai puțin complex din punct de vedere tehnic Ca antigen se folosesc culturi de sau de zile de promastigote L donovani Cu PPI, enzima peroxidaza servește ca etichetă pentru antiser, rezultatele reacției sunt luate în considerare la microscopie Reacția este considerată pozitivă dacă corpul Leishmania într-un frotiu este colorat în totalitate sau de-a lungul periferiei într-o culoare maro strălucitoare Pentru diagnosticarea leishmaniozei viscerale a fost dezvoltat un sistem de testare pentru ELISA; în timp ce un extract din L donovani este folosit ca antigen ELISA este mai sensibil, mai specific și mai economic decât RIF Titrul de diagnostic al ELISA este de : și mai mult Giardioza Agentul cauzal al giardiozei - Giardia lamblia (Lamblia intestinahs) - aparține microorganismelor din grupa a -a de patogenitate Are un corp în formă de para cu simetrie bilaterală Giardia poate fi găsită sub formă vegetativă sau ca chist Frotiurile sunt preparate din conținutul duodenal sau din fecale lichide, alegând bulgări de mucus, care de obicei conțin o mulțime de Giardia și leucocite Microscopie Capătul din față al lamblia este larg, rotunjit; spate, sau coadă, - alungită, ascuțită La capătul anterior al lambliei, pe partea ventrală concavă, există un disc de aspirație ("ventuză") sub forma unei zone rotunde ușoare Capătul caudal îngust este de obicei îndoit spre o latură dorsală convexă Dimensiuni corp: lungime - microni, latime - microni În preparatul nativ, Giardia are o mobilitate lină, care este asigurată de patru perechi de flageli și apare în același plan Mișcări de translație și rotație în jurul axei longitudinale Când sunt colorate cu hematoxilină de fier în citoplasma cu granulație fină a formelor vegetative ale Giardiei, două simetrii sunt clar vizibile - Orez Morfologia protozoarelor patogene: a - Lamblia intestinahs (Giardia lamblia) în proiecțiile dorsoventrale și laterale (/) și chisturile sale cu două și patru nuclee ( ), b - Tnchomonas hominis, c - Balantiduium coli ( ) și chistul său ( ), d - Tnchomonas vaginohs nuclee localizate strategic (Fig , a) În interiorul corpului, două axostiluri parcurg de-a lungul liniei mediane, care pornesc de la boabele bazale din apropierea nucleilor și merg spre exterior sub formă de flageli caudali la capătul posterior al corpului Împreună cu ei, perechile anterioare, mijlocii și ventrale de flageli încep din boabe bazale independente Aproximativ la granița dintre părțile posterioare și mijlocie ale corpului Giardiei, există corpi mediali sau parabazali ( - ), care au formă de seceră sau triunghiulară Chisturile de Giardia, colorate cu soluție de Lugol, au o culoare maro sau galbenă, formă ovală regulată, membrană subțire, netedă, cu dublu contur, citoplasma rămâne adesea în urmă Dimensiunile chisturilor: lungime - , - , microni, lățime - , - , microni Chisturile mai mici ( , - , x , - , µm) se găsesc și în scaunele dense, de formă Se colorează cu iod în albastru sau cenușiu și sunt forme moarte și degenerate La capătul anterior al chisturilor maro și galben se află nuclee slab conturate - la chisturile imature și la chisturile mature În interiorul citoplasmei sunt vizibile filamente subțiri de axoneme și flageli încolăciți, iar în jumătatea posterioară, corpi parabazali în formă de seceră Chisturile arată similar în preparatele colorate cu hematoxilină de fier, dar structura lor internă este conturată mai clar, nucleii arată ca niște ochi cu un cariozom central mare înconjurat de o centură ușoară necolorată care separă cariozomul de membrana nucleară Formele vegetative se găsesc în conținutul duodenal sau în fecale lichide, chisturi - numai în fecale Trichomonaza Două tipuri de Trichomonas sunt patogene pentru om: Trichomonas hominis - agentul cauzator al trichomonazei intestinale și Trichomonas vaginalis - agentul cauzator al trichomonazei urogenitale (microorganisme din grupul al treilea de patogenitate) Trichomonas intestinal există doar sub formă vegetativă și poate fi găsit doar în fecalele lichide În preparatele native, Trichomonas au o formă de fus cu un capăt anterior rotunjit și posterior ascuțit al corpului (Fig , b) Dimensiuni Trichomonas: lungime - , latime aproximativ microni Mișcările sunt de translație sacadată și în jurul axei longitudinale, efectuate cu ajutorul unui mănunchi de - flageli care se extinde de la capătul anterior al corpului și a unei membrane ondulate Acesta din urmă este situat longitudinal, mărginit de un fir axial și se termină la capătul posterior al corpului sub forma unui flagel terminal liber Mișcările membranei și ale flagelului terminal sunt periodice, ondulat (de la capătul anterior al corpului spre cel posterior) Citoplasma Trichomonas conține bacterii, mai rar - eritrocite Nucleul trichomonadelor nu poate fi detectat fără colorare În preparatele colorate, forma corpului de Trichomonas este aceeași ca și în frotiul nativ, dar dimensiunile lor sunt ceva mai mici (până la microni lungime) La capătul anterior al corpului se află un citostom slab vizibil și un nucleu vezicular, în fața acestuia se află un grup de blefaroplaste, din care se extind flageli și un fir axial al membranei ondulate Un axostil tubular se desfășoară de-a lungul părții laterale a nucleului și de-a lungul întregului corp al lui Trichomonas, ieșind la capătul posterior sub forma unei excrescențe lungi stiloide sau a unei cozi Pe partea opusă a nucleului există un corp parabazal Membrana ondulată sub formă de bandă ușoară se învecinează cu corpul pe toată lungimea sa Acesta, ca și flagelul lui Trichomonas, se lipește de corp în timpul procesării materialului și, prin urmare, este greu de observat în preparatele colorate Microscopie T vaginalîs este cunoscut doar sub formă vegetativă, se găsește în secrețiile vaginale, colul uterin, uretra și secrețiile prostatei Sunt investigate preparate native sau fixe și colorate Frotiurile native sunt microscopate la o mărire de de ori cu o diafragmă acoperită Înainte de colorare, frotiurile sunt fixate prin uscare în aer sau prin tratare cu alcool metilic, amestec Nikiforov, precum și vapori de acid carbolic, formol, acid osmic Cele mai comune metode de colorare sunt conform Romanovsky-Giemsa și Gram Această din urmă metodă este utilizată pentru determinarea simultană a Trichomonas și a bacteriilor T vaginalîs sunt în formă de pară sau fusiformă, lungimea corpului - microni, în mediu ușor acid (pH , - , ) sunt mai mici decât în cel alcalin (vezi insert color, Fig ) La capătul lat din față al corpului Trichomonas, există un nucleu, a cărui cromatina este colectată în boabe mici, distribuite uniform În fața nucleului, din grupul blefaroplastelor pleacă flageli de aceeași lungime, aproximativ egali cu lungimea corpului lui Trichomonas, precum și membrana ondulată, care ocupă jumătatea anterioară a lungimii corpului și nu are un fir terminal liber La capătul posterior, un axostil subțire iese sub formă de coloană vertebrală Pe partea opusă axostilului, nucleul este înconjurat de o fibrilă parabazală alungită Numeroase granule cromatoide sunt împrăștiate în citoplasma Trichomonas Trichomonas nu formează chisturi Când sunt colorate cu soluție de albastru de metilen %, Trichomonas arată ca celule rotunjite cu nuclee alungite sau triunghiulare Dimensiunea Trichomonas este de aproximativ ori mai mare decât dimensiunea leucocitelor prezente în frotiu în număr mare Flagelii, axostilul și membrana ondulată nu pot fi detectate cu această pată Cercetare culturală Trichomonas intestinal poate fi izolat prin cultura de fecale pe mediu Reiss Pentru cultivarea T vaginalis se folosesc medii nutritive Pavlova, Johnson-Trussell etc Johnson-Trussell mediu peptonă - g, agar-agar - , g, cisteină acid clorhidric - , g, maltoză - g, extract de ficat - ml, soluție Ringer - ml, soluție M NaOH - ml Amestecul se încălzește până când agarul se topește, se filtrează, se adaugă , ml dintr-o soluție , % de albastru de metilen și pH-ul mediului este ajustat la , - , Mediul se toarnă în eprubete de ml și se sterilizează Înainte de însămânțare, în fiecare tub se adaugă ml de ser uman sau de cal și antibiotice (penicilină și streptomicina) pentru a suprima creșterea microflorei asociate Mediile bazate pe MPB/cMPB adaugă % glucoză și - % ser uman sau cal inactivat După însămânțare, se adaugă penicilină și streptomicina în eprubete pentru a suprima creșterea microflorei concomitente Utilizarea metodei de cultură Trichomonas este indicată în special la examinarea bărbaților, precum și pentru a monitoriza eficacitatea terapiei Amebiaza Agentul cauzal al amibiazei este Entamoeba histolytica (microorganisme din grupa a -a de patogenitate) Ciclul de dezvoltare al unei amibe dizenterice include două etape: un stadiu vegetativ și un stadiu latent sau chisturi În stadiul vegetativ de dezvoltare, amiba există sub patru forme: ) țesut; ) vegetativ mare (magnat ) luminal - vegetativ mic (minută) și ) pre-chistic În amebiaza acută se găsesc forme tisulare și vegetative mari, iar la convalescenți și excretoare chistice se găsesc forme luminale și prechistice În intestinul distal, formele luminale se transformă în chisturi adaptate să supraviețuiască în condiții de mediu nefavorabile Materialul pentru studiu este fecalele, puroiul din organele afectate, sputa etc Microscopie Se examinează preparatele native și frotiurile colorate cu soluție Lugol, amestecul Safarliev, precum și preparatele tratate cu hematoxilină de fier conform Heidenhain sau alți coloranți Într-un preparat nativ preparat din fecale cu un amestec de sânge și mucus, forma de țesut a amebei dizenterice se găsește printre eritrocite, leucocite, fagocite, bacterii și alte celule unice sub formă de formațiuni mari, foarte refractive, neregulate, variabile formă Dimensiunile lor sunt - de microni, iar la mișcare - până la de microni (a se vedea insertul de culoare, Fig , a) Diferențierea citoplasmei în partea interioară granulară întunecată și tulbure - endoplasma și stratul exterior transparent de lumină de grosime neuniformă care o acoperă - exoplasma este exprimată Endoplasma contine vacuole digestive cu sau fara eritrocite fagocitate La - °C, amibele sunt în mod activ mobile: pseudopodiile ectoplasmatice transparente sunt ejectate brusc, în care endoplasma cu incluziuni conținute în ea curge într-o manieră asemănătoare unui vârtej, apoi pseudopodiile sunt netezite și dispar Când medicamentul este răcit, mobilitatea amibei slăbește, devin rotunjite și imobile Absența unui nucleu în amibele dizenterie vii necolorate face posibilă distingerea lor de amibele altor specii Pe lângă amibe, în frotiuri se găsesc cristale Charcot-Leiden, care au o formă romboidă caracteristică În preparatele colorate cu hematoxilină de fier conform Heidengain, forma tisulară a amebei dizenterice este clar vizibilă pe fundalul a numeroase eritrocite, leucocite unice, bacterii etc Dimensiunile acestei forme sunt de la - la - microni, corpul este alungit, deseori rotunjit, delimitat de obicei pe ectoplasmă omogenă ușoară și pe endoplasmă închisă cu granulație fină, în care sunt vizibile incluziuni rotunjite de culoare închisă - eritrocite Dimensiunea lor variaza in functie de gradul de digestie În endoplasma amebei există un nucleu de - microni cu o membrană subțire, sub care se află granule mici, de formă regulată, de cromatină periferică În centrul nucleului se află un cariozom pentagonal Preparatul poate conține, de asemenea, diferite forme degenerative ale agentului patogen În acest caz, există o vacuolizare grosieră a citoplasmei, picnoza nucleului Când se folosește conservantul Safarliev, citoplasma amebei dizenterice devine albastru pal, cromatina nucleului devine albastru intens, vacuolele digestive și de glicogen rămân incolore Această metodă face posibilă deosebirea amibei dizenterice de amiba intestinală (Entamoeba coli), în care cariozomul este situat excentric, iar aglomerările cromatinei periferice nu au aceleași dimensiuni Dimensiunile formei translucide de ameba dizenterică - microni Diferențierea corpului amibei în endo- și ectoplasmă este vizibilă numai în timpul formării pseudopodiilor, care se formează mai lent decât în formele tisulare Vacuolele digestive conțin bacterii, dar nu eritrocite Nucleul amibei fără colorare nu este detectat Într-un număr semnificativ de forme translucide de amebe se găsesc în stadiul inițial al amibiazei intestinale sau la sfârșitul perioadei de exacerbare, într-o cantitate mică - în purtători sănătoși În preparatele colorate cu hematoxilină de fier, forma translucidă a amibei de dizenterie păstrează aceeași dimensiunea, dimensiunea nucleului - - microni, boabele de cromatina periferică formează adesea un grup în formă de semilună sub membrana nucleară Această caracteristică face posibilă diferențierea formelor tisulare și luminale ale amibelor în preparatele colorate Chisturile amibei dizenterice, atunci când sunt tratate cu soluție Lugo-l, au o formă regulată rotunjită, mai rar ovală și o înveliș netedă de culoare galbenă, cu o tentă maro deschis Dimensiunile chisturilor sunt de - microni În citoplasma chisturilor mature sunt vizibile nuclee, imature - - nuclee Nucleii au o formă rotundă obișnuită, o coajă subțire și un mic cariozom punctat sau pentagonal în centru Citoplasma chisturilor imature contine vacuole de glicogen maro deschis cu contururi neclare În același preparat se găsesc chisturi de diferite grade de maturitate În chisturile cu un singur nucleu, nucleii sunt cei mai mari, în chisturile cu nuclee, cei mai mici Chisturile de ameba dizenterică din preparatele colorate cu hematoxilină de fier au aceleași dimensiuni și aspect general ca atunci când sunt tratate cu soluție de Lugol Cercetare culturală Dacă amiba nu poate fi detectată la microscopie, scaunul sau alte materiale sunt inoculate pe mediul Pavlova, cu extract de ficat etc Studiu serologic Pentru serodiagnosticul amibiazei se folosesc RIGA (cu un antigen de la E histolytica distrus prin ultrasunete), reacția de aglutinare latex, RSK, RVIEF (atât pentru detectarea anticorpilor, cât și pentru detectarea unui antigen amebian specific), ELISA etc Cea mai eficientă utilizare a reacțiilor serologice pentru diagnosticul formelor extraintestinale de amibiază În caz de afectare a ficatului, se examinează punctatul acestuia și se folosesc și metode de cercetare cu raze X și radiologice Balantidiaza Agentul cauzal al balantidiazei - Balantidium coli - aparține microorganismelor din grupa a -a de patogenitate Materialul pentru studiu este cal Microscopie Mobilitatea balantidiilor este studiată la mărire scăzută în preparatele native din picături zdrobite sau suspendate În preparatele colorate cu hematoxilină de fier, datorită dimensiunilor lor mari ( - μm lungime și - μm lățime), balantidiile se evidențiază pe fundalul eritrocitelor, leucocitelor și altor celule Corpul balantidia este în formă de ou, capătul anterior este mai îngust decât cel posterior Examenul microscopic la mărire mare evidențiază un macronucleu, un citostom, o vacuolă contractilă sub forma unei vezicule ușoare necolorate, vacuole digestive pline cu eritrocite, leucocite sau bacterii theria în diferite stadii de digestie De-a lungul periferiei corpului balantidiilor, sunt de obicei vizibili cilii cu particule de alimente care aderă la ele (Fig , c, ) Rareori se formează chisturi B coli cu dimensiunea de - microni în conținutul intestinului uman Au o formă rotundă, o carcasă cu dublu circuit și un miez în formă de fasole (Fig , c, ) În preparatele tratate cu soluție de Lugol, chisturile sunt maro-gălbui, la colorarea cu hematoxilină, macronucleul este vizibil în chisturi, mai rar micronucleul, vacuola contractilă (vezi insert colorat, Fig ) Detectarea balantidiilor în frotiurile fecale native nu este dificilă, dar necesită studii multiple (de cinci sau mai multe ori), deoarece izolarea lor cu fecale nu este constantă SECȚIUNEA V HELMINTOZA! CAPITOLUL METODE DE DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIC Studii macro și microscopice Pentru a detecta helminții, se examinează fragmentele acestora, larvele și ouăle, fecalele, urina, sputa, mucusul rectal și perianal, conținutul duodenal și sângele Diagnosticul unor helmintiază se bazează pe studiul probelor de biopsie ale pielii, mucoasei colonului, mușchilor, ganglionilor subcutanați etc Materialul destinat cercetării se pune într-un vas spălat curat, care se închide cu capac sau dop, se ambalează într-o cutie sau o sticlă de lemn și se transportă la laborator În direcția indicați numele și inițialele subiectului, vârsta acestuia, locul de reședință, principalele simptome ale bolii (dacă există), durata bolii, data preluării materialului Fecalele sunt colectate în recipiente speciale din - locuri diferite ale porțiunii alocate Cantitatea sa ar trebui să fie de cel puțin g, deoarece se usucă rapid la temperaturi ridicate ale aerului, ceea ce face dificilă efectuarea cercetărilor Fecalele trebuie trimise la laborator în termen de zi după defecare, iar studiul în sine trebuie efectuat în ziua în care materialul a fost primit Pentru a identifica larvele acneei intestinale (strongiloidiaza), se examinează fecalele proaspăt excretate Dacă este necesară depozitarea pe termen lung a fecalelor, se folosesc următorii conservanți: soluție TIF (TIF) - tiomersal-iod-formalină sau analogul său MIF (MIF) - mertiolat-iod-formalină Soluția MIF este depozitată într-un recipient închis la culoare, închis ermetic și utilizată pentru conservarea, colorarea și concentrarea protozoarelor Un efect conservant (până la luni) este exercitat și de soluțiile de detergenți sintetici (detergenți) precum "Lotus" ( %), "Extra" ( , %) etc Fecalele sunt amestecate cu o soluție de detergent într-un raport din : Fecalele conservate sunt potrivite pentru examinare prin metoda de flotație Fülleborn timp de lună, larvele agenților patogeni ai strongiloidiazei, tricostrongiloidiazei, anchilostomoselor sunt bine conservate în el Ca conservanți, puteți utiliza și o soluție de formol % sau lichid Barbagallo (în raport de fecale și conservant : sau : ) Pentru studiul helminților, paraziții întregi sau fragmentele lor sunt spălate cu grijă din fecale Helminții rotunzi se pun într-un vas cu % etanol, iar formațiunile plate (sau similare) se îndreaptă pe o lamă, se acoperă cu o a doua lamă, se comprimă ușor, iar preparatul se fixează timp de - ore în alcool de aceeași concentrație Apoi helminții sunt îndepărtați din pahare și plasați într-un recipient sigilat La transportul materialului la laborator se poate folosi lichid Barbagallo in locul alcoolului Fecalele care conțin formațiuni asemănătoare cu ouăle sau cu larvele de helminți se recomandă să fie umplute cu un volum dublu de lichid conservant Kal Cel mai frecvent în diagnosticul helmintiazelor este studiul fecalelor, deoarece majoritatea helminților parazitează în intestinul uman sau în organele asociate acestora studiu macroscopic Studiul începe cu o examinare a întregii porțiuni de fecale pentru depistare cu ochiul liber sau cu lupa de helminți întregi sau fragmente ale acestora Fecalele sunt diluate cu apă până la o consistență lichidă și examinate în porții mici într-un cristalizator de sticlă sau în vase Petri la lumină bună pe un fundal întunecat Pentru a vedea mai bine fecalele, se folosește metoda de decantare În borcane înalte de sticlă, fecalele se amestecă cu multă apă și se depun Lichidul este scurs și precipitatul este din nou diluat cu apă Acest lucru se face de mai multe ori până când supernatantul devine transparent Precipitatul este examinat în porții mici în cristalizatoare de sticlă folosind o lupă Toate formațiunile suspecte de fragmente de helminți sunt examinate între două lame de sticlă, sub lupă într-o picătură de glicerină și, dacă este necesar, la microscop Diferențierea tipurilor individuale de helminți se bazează pe caracteristicile lor anatomice și morfologice Determinarea speciilor de nematode este posibilă de către indivizi întregi, mai rar prin fragmente mari care au păstrat organe caracteristice (de exemplu, capătul capului) Cestozii sunt identificați prin segmente mature, segmente hermafrodite și scolex Examenul macroscopic permite depistarea oxiurilor, segmentelor sau resturilor de strobila de porc și de bovine, tenia lată Acest tip de studiu este utilizat pe scară largă pentru depistarea helminților mici după deparazitare în anchilostomiază, metagonimiază, dipilidoză, nanofietoză, ascariază etc Microscopie metoda frotiului Cu un băț de lemn sau un chibrit se iau - mg de fecale din diferite locuri din porție (cantitate, * aproximativ egal ca volum cu un cap de chibrit) și triturat pe o lamă de sticlă cu câteva picături de soluție de glicerol % (până la picături, în funcție de consistența scaunului) pentru a obține un frotiu suficient de transparent și uniform cu o zonă de - cm Frotiul este acoperit cu două lame de acoperire Glicerina luminează bine medicamentul și îl protejează de uscare, dar în absența sa, frotiurile pot fi preparate cu apă, ICN, soluție de hidroxid de sodiu % Preparatul este studiat la microscop cu mărire redusă (ocular x, obiectiv x), întunecând ușor câmpul vizual Pentru a dezvălui detaliile structurii ouălor de helminți și pentru a le diferenția cu elemente similare, precum și în cazuri îndoielnice, acestea sunt microscopate la o mărire mare (lentila x) Dintr-o porție de fecale se prepară cel puțin două preparate Metoda microscopiei frotiului completează metoda de îmbogățire (vezi mai jos) Metoda de frotiu gros sub celofan (conform lui Kagd) Metoda constă în microscopia unui strat de fecale nediluate presat sub o foaie de celofan higroscopic subțire pe o lamă de sticlă Benzile de celofan de mm lungime, mm latime si - µm grosime se pastreaza cel putin de ore intr-o solutie de glicerol % Pe o lamă de sticlă se pun - mg fecale (aproximativ , ml), se acoperă cu o bandă de celofan și se zdrobesc cu dop pentru a se obține un strat subțire uniform Frotiul se păstrează timp de oră la temperatura camerei, iar în sezonul cald - - de minute Ca urmare a pierderii de umiditate și a absorbției glicerolului, stratul fecal devine limpede, ouăle de helminți devin clar vizibile și sunt determinate la mărire mică Metoda nu este potrivită pentru detectarea ouălor mici de trematode Metoda de răsucire Shulman Metoda este utilizată în principal pentru a detecta larvele agentului cauzal al forteihiloidozei în fecale, dar poate fi folosită și pentru identificarea ouălor altor helminți Excrementele ( - g) sunt puse într-un borcan mic, umplut cu de ori cantitatea de apă sau ICH și amestecate bine într-o mișcare circulară Bățul se îndepărtează rapid, picătura de emulsie formată la capătul său este transferată pe o lamă de sticlă, acoperită cu o lamă și microscopată la o mărire mică În total, sunt vizualizate opt picături din emulsia rezultată metode de îmbogățire Pentru a crește eficiența studiului, se folosesc metode de îmbogățire pentru a concentra și izola ouăle de helminți dintr-o cantitate relativ mare de fecale (până la , g sau mai mult) Acestea se bazează pe diferența dintre densitatea relativă a ouălor de helminți și soluția de sare utilizată: dacă densitatea relativă a ouălor este mai mare decât densitatea relativă a lichidului, acestea sunt concentrate în sediment (metode de precipitare sau sedimentare), în cazul în care densitatea relativă a ouălor este mai mică decât densitatea relativă a lichidului, ele plutesc (metode de suprafață sau de flotație) Mai mult de de soluții saline cu o densitate relativă de , până la , sunt utilizate pentru a studia fecalele folosind metode de îmbogățire Cel mai adesea, se folosesc soluții saturate de clorură de sodiu (densitate relativă , ), nitrat de sodiu (densitate relativă , ) și azotat de amoniu (densitate relativă , ) metode de flotare Utilizarea metodelor de flotație este cea mai eficientă pentru detectarea ouălor de anchilostoma, necator, vierme și tenie pigmee De obicei, metoda Fulle-Born este folosită pentru a diagnostica helmintiazele Pentru a dilua fecalele, se folosește o soluție saturată de clorură de sodiu (pentru a o prepara, , g de sare se dizolvă în litru de apă, se aduce la fierbere, se răcește și se filtrează) Cal ( , g) se pune într-un pahar cu câteva picături de soluție salină, se amestecă bine cu un băț de lemn cu adăugarea treptată de lichid până la ml Amestecul este lăsat să stea timp de - de minute, apoi filmul format pe suprafață este îndepărtat cu o buclă de sârmă (Fig ) și transferat pe o lamă de sticlă Cea mai convenabilă dintre opțiunile de buclă existente este spirala Examinați cel puțin opt picături îndepărtate de buclă La fiecare două picături se acoperă o lamâie; patru picături sunt de obicei plasate pe o singură lamă După fiecare analiză, bucla de sârmă este clătită cu apă sau aprinsă peste flacăra unui arzător După analiza preparatelor, precipitatul este examinat Pentru a face acest lucru, lichidul este scurs cu atenție, cel puțin patru picături sunt luate din sediment, care sunt examinate la microscop Numărul maxim de ouă de anchilostoma și necator plutește după minute, tenia pitică - după - de minute, viermi rotunzi - după - ore, vierme - după - ore Metoda Kalantaryan diferă de metoda Fülleborn prin aceea că se folosește o soluție saturată de azotat de sodiu în locul unei soluții de clorură de sodiu ( kg de sare se toarnă în litru de apă, se fierbe, se răcește și se filtrează) Metodologia de cercetare este aceeași ca și conform metodei Fülleborn, dar datorită densității relative mai mari a soluției de azotat de sodiu, ies ouă de toate tipurile de helminți, iar sedimentul nu trebuie examinat Timp de decantare - min Orez Bucle de peeling al pielii: a - spirală; b - simplu; în ~ curly Metode de depunere Metoda Telemann Aproximativ , g de scaun se amestecă cu un băț de lemn cu ml de soluție de acid clorhidric % într-un pahar Amestecul se toarnă într-o eprubetă, se adaugă ml de eter, se astupă și se agită energic de câteva ori Apoi amestecul este filtrat printr-o plasă metalică (dacă este necesar) și centrifugat timp de min la - rpm În acest caz, se formează trei straturi: cel superior, care conține eterul cu grăsimi dizolvate și produsele lor de scindare, cel mediu - acid clorhidric cu săruri dizolvate și alți compuși, iar cel inferior, în care particulele alimentare nedigerate și ouăle de helminți rămâne Cele două straturi superioare se scurg, se adaugă apă și se centrifug din nou După aceea, - picături de sediment sunt transferate cu o pipetă pe o lamă de sticlă, acoperită cu o lamă și microscopate Această metodă permite detectarea ouălor de orice helmintiază găsită în fecalele umane, în special a ouălor de fluke care nu plutesc atunci când sunt examinate folosind metode de flotație Metoda Telemann este laborioasă, acidul clorhidric deformează ouăle de helminți, vaporii săi strică optica microscopului Se permite înlocuirea acidului clorhidric cu soluție de hidroxid de sodiu %, în timp ce se poate examina sedimentul după prima centrifugare Metoda Gorkina combinată Într-un pahar se pun aproximativ , g de fecale, se adaugă - ml apă, se amestecă cu un băţ de lemn şi se filtrează printr-o plasă metalică într-o eprubetă La filtrat se adaugă ml acid clorhidric concentrat și - ml eter, tubul se închide cu dop și se lasă - minute, răsturnându-l periodic Apoi amestecul este turnat în două tuburi de centrifugă și centrifugat timp de - minute la - rpm Lichidul supernatant este scurs, se adaugă în sediment - ml dintr-un amestec dintr-o soluție saturată de clorură de sodiu în jumătate cu glicerol pur Conținutul eprubetelor este bine amestecat cu un bețișor și centrifugat din nou timp de - minute Stratul superior este îndepărtat cu o buclă de sârmă și plasat pe două lame de sticlă ( picături din fiecare eprubetă), microscopate fără lame de acoperire Metoda Gorkina face posibilă detectarea unui număr mai mare de ouă de nematode și cestode decât metoda Telemann, dar nu este potrivită pentru detectarea ouălor de trematode În plus, este complicat, prin urmare este utilizat numai în cazurile de examinare individuală a pacientului, de regulă, într-un cadru spitalicesc Metoda de îmbogățire cu detergenți (conform A A Krasilnikov) O porție de fecale ( - g) este turnată cu o soluție apoasă de pulbere de spălat ("Lotus", %, "Extra", , % sau altele) într-un raport de : (pentru aceasta este mai bine să folosiți sticle închise ermetic cu un volum de - ml), se amestecă prin agitare, se lasă timp de de minute, apoi se centrifughează minute la - rpm Din stratul mijlociu al sedimentului, preparatele sunt preparate pe o lamă de sticlă (cel puțin două) și microscopate Probele care au stat în laborator timp de zi sau mai mult pot fi examinate fără centrifugare prealabilă Folosind detergenți de alte mărci, ar trebui să alegeți concentrația de care aveți nevoie pentru studiu Pentru a pregăti soluția, luați o astfel de porție cântărită din spălare o pulbere care se dizolvă fără a se forma un precipitat Fecalele trebuie introduse într-o soluție de detergent nu mai târziu de oră după defecare Această metodă este potrivită pentru detectarea ouălor de helminți de toate tipurile Pentru diagnosticul și diferențierea helmintiazelor, este importantă detectarea și examinarea microscopică a ouălor de helminți (vezi insertul color, Fig - ), metode cantitative Se folosesc concomitent cu cele calitative pentru depistarea helminților care depun ouă în intestine sau în căile biliare (ascaris, vierme, anchilostoide, necator, trematode) Metoda Stoll Soluția de hidroxid de sodiu , % se toarnă într-un balon de sticlă cu semnele și ml sau într-un cilindru de măsurare până la marcajul de ml, apoi se adaugă fecale până când nivelul lichidului atinge marcajul de ml Mărgelele de sticlă se pun în vas, se închid cu un dop de cauciuc și se agită bine Imediat după aceasta se colectează , ml din amestec (conținând aproximativ , ml fecale) cu o pipetă de măsurare, se așează pe o lamă de sticlă, se acoperă cu lamela și se microscopează, numărând toate ouăle din preparat Pentru a determina numărul de ouă conținute în , g de fecale, numărul rezultat este înmulțit cu Un frotiu mare pe sticlă de x cm este folosit nu numai pentru cercetare calitativă, ci și cantitativă Luați , g de fecale (cu o lingură specială cu un volum de , ml) și frecați cu un bețișor de lemn cu - picături de soluție de glicerol % Materialul este distribuit uniform pe toată lama de sticlă, așezat pentru comoditate pe un alt pahar de dimensiune ceva mai mare Preparatul se studiază la microscop, iar frotiul este privit în lumină transmisă, fără lame de acoperire, la o mărire de - de ori (obiectiv - x, ocular - x) Pentru confortul numărării ouălor pe spatele paharului, liniile paralele sunt aplicate cu un diamant, între care golurile sunt puțin mai înguste decât câmpul vizual al microscopului Toate ouăle din preparat sunt numărate și numărul rezultat este înmulțit cu (cantitate în , g de fecale) Această metodă poate număra doar ouăle mari, nu este potrivită pentru numărarea ouălor mici de opisthorchis sau clonorchis Pentru determinarea numărului de ouă de schistozom se utilizează metoda de precipitare Ritchie Într-un tub de centrifugă de ml, se amestecă g de fecale cu ml de ICN, se astupă și se agită timp de de secunde Se îndepărtează dopul și amestecul este centrifugat la rpm timp de minute Supernatantul se scurge, se adaugă ml dintr-o soluție de formol % la precipitat, se amestecă și se lasă să stea timp de minute La amestec se adaugă - ml de eter, tubul se închide cu dop, se agită pentru a obține un amestec omogen, se îndepărtează dopul și se centrifug din nou timp de minute După centrifugare se formează patru straturi: ) sediment care conţine ouă de schistozomi; ) strat de formol; ) un strat de detritus fecal; ) stratul de eter Se îndepărtează cele trei straturi superioare, se colectează precipitatul cu o pipetă Pasteur, se prepară preparatul și se numără numărul de ouă din sediment Pentru a obține rezultatul final, numărul acestora este recalculat la g de fecale La evaluarea rezultatelor determinării cantitative a ouălor de helminți în fecale, este necesar să se țină cont de consistența acesteia: F (jormed - formalizat), SF (format moale - semiformat), M (mucioasă - moale), MD ( diaree mucioasă - lichidă) După numărarea ouălor din una sau mai multe probe, consistența fecalelor originale se notează cu ajutorul simbolurilor (T , SF, M și MD) și se recalculează în raport cu formalizată (F) Pentru a face acest lucru, numărul de ouă din , g de fecale cu fecale SF este înmulțit cu , , cu fecale A/ - cu și cu fecale MD - cu La numărarea ouălor în fecalele copiilor mici, trebuie luat în considerare faptul că volumul de fecale pe zi la copiii sub ani este %, iar la copiii de - ani - de ori cantitatea alocată de un adult Prin urmare, pentru a evalua rezultatele studiului, numărul rezultat de ouă este înmulțit cu , sau, respectiv, , Măsurarea ouălor de helminți La identificarea ouălor de helminți, în unele cazuri, trebuie luată în considerare dimensiunea acestora Deci, numai după mărime se pot distinge ouăle de fasciola, fasciola gigantică, viermele, necator, tricostrongilid etc (Fig ) Mărimea ouălor de helminți este determinată la microscop folosind micrometre obiective și oculare Un micrometru obiectiv este o lamă de sticlă specială cu o riglă de mm lungime așezată pe ea, având de diviziuni, fiecare dintre ele corespunde la microni sau , mm Un micrometru ocular este o bucată rotundă de sticlă care este plasată în ocularul unui microscop De asemenea, are o riglă de , sau cm lungime, împărțită în sau, respectiv, de diviziuni Valoarea unei diviziuni a acestei rigle depinde de sistemul de microscop, de mărirea ocularului, de atașamentul binocular etc Prin urmare, atunci când măsurați obiecte pentru fiecare microscop și pentru diferite măriri cu care trebuie să lucrați, trebuie să determinați valoarea unei diviziuni a riglei ocularului în micrometri (µm) Înainte de măsurare, micrometrul obiectiv este așezat pe treapta microscopului, obiectivul dorit și ocularul cu rigla pentru ocular sunt așezate și ascuțite astfel încât diviziunile riglei micrometrului obiectivului să fie clar vizibile Apoi, ambele rigle sunt combinate într-o poziție orizontală și se calculează valoarea unei diviziuni a riglei micrometrului ocular De exemplu, de diviziuni ale riglei micrometrului ocular corespund a de diviziuni ale riglei micrometrului obiectiv, dintre care o diviziune este egală cu microni Aceasta înseamnă că de diviziuni ale riglei micrometrului ocular sunt egale cu de microni, iar una dintre diviziunile sale este de microni ( microni: ) După ce ați măsurat obiectul cu rigla unui micrometru ocular, înmulțiți numărul de diviziuni cu valoarea acestei valori în micrometri la o mărire dată Ouăle de helminți sunt măsurate la o mărire mare a microscopului (lentila x) Înainte de cercetare Figura Dimensiuni comparative ale ouălor de helminți (µm) a - Metagonimus yokogawai, b - Heterophyes heterophyes, c - Opisthorchis fehneus, d - Clonorchis smensis, d - Taenia sohum, e - Hymenolepis nana, g - Enterobius vermiculaiis, h - Trichurts trichiura și - Ascaris lumbricoides (fertilizat), j - Paragonimus westermani, l - Trichostrongylus colubriformis, m - Ascaris lumbricoides (nefertilizat), // - Schistosoma japonicum, o - Schistosoma haematobium, n - Schistosoma mansoni, p - Fasctola hepatica, c - Fasciolopsis buski Se recomandă să calculați cu ce corespund prima, a doua, a treia și următoarele diviziuni ale riglei micrometrului ocular într-un microscop cu anumite oculare și obiective și să prezentați aceste date sub forma unui tabel Metode suplimentare de cercetare Metoda lui Berman pentru detectarea larvelor de helminți Fecalele ( - g) se pun pe o plasă metalică cu ochiuri fine într-o pâlnie de sticlă montată pe un trepied Un tub de cauciuc cu o clemă este pus la capătul îngust al pâlniei Pâlnia este umplută cu apă încălzită la ° C, astfel încât partea inferioară a rețelei să fie scufundată în ea Larvele din fecale trec în apă și se acumulează la capătul inferior al tubului După - ore, clema se deschide, lichidul este colectat în - tuburi de centrifugă, centrifugat timp de - minute la - rpm și sedimentul este examinat microscopic la microscop cu mărire mică Metoda de cultivare a larvelor Harad și Mori (recomandată de OMS pentru diagnosticarea anchilostomiei și strongiloidiazei) Fecalele proaspete se aplică pe o bandă de hârtie de filtru ( x , mm), lăsând ambele capete curate Apoi banda este plasată într-o eprubetă, pe fundul căreia se toarnă apă la o înălțime de aproximativ /£ parte din eprubetă Un capăt al benzii este scufundat în apă, iar celălalt este fixat cu un dop Tubul se păstrează - zile la °C Larvele se adună în fundul eprubetei, sunt depistate cu lupa sau chiar cu ochiul liber Un studiu detaliat este efectuat la microscop, după uciderea larvelor prin încălzirea lichidului din eprubetă la °C Razuire din pliurile perianale Se examinează pentru a identifica enterobiaza și teniarinchoza Faceți-o dimineața înainte de defecare și la femei înainte de urinare Razuirea se face cu grija de pe suprafata pliurilor din jurul anusului si in partile inferioare ale rectului cu o spatula de lemn sau un chibrit plat, umezit cu o solutie de glicerol % sau solutie de bicarbonat de sodiu % Materialul rezultat se scoate din spatulă cu marginea lamei, se așează pe o lamă de sticlă într-o picătură din aceeași soluție care a umezit spatula și se microscopează, urmărind întregul preparat Se arde spatula Metoda Cellophane Hall O bucată pătrată de celofan este fixată pe o tijă de sticlă cu un inel de cauciuc Se face o răzuire cu un tampon de celofan uscat, după care se pune într-o eprubetă uscată și se trimite la laborator În laborator, celofanul este ușor deplasat de pe băț și capătul este tăiat cu o foarfecă sau o brici O bucată tăiată de celofan este întinsă pe o lamă de sticlă, umezită cu soluție de hidroxid de sodiu , M, acoperită cu o lamă și microscopată metoda lui Graham O bandă de bandă adezivă de celuloză, de aproximativ cm lungime, este lipită de pielea din anus, îndepărtată cu penseta, transferată pe o lamă de sticlă cu partea adezivă în jos și microscopată fără lamelă Această metodă mai puțin laborioasă și destul de eficientă este utilizată pe scară largă în multe țări continutul duodenal si bila În conținutul biliar sau duodenal se pot găsi ouă de helminți parazitând în ficat, vezica biliară, pancreas și duoden Conținutul duodenal și bila sunt examinate în cazurile de suspiciune de fortehiloidoză, fascioliază, opistorhiază, dicroceliază, clonorchiază Conținutul duodenal și bilă (porțiunile D, B, C) sunt obținute folosind o sondă subțire cu o măsline în timpul sondării Fiecare porție se toarnă separat în vase Petri, mucoasa sau alte bulgări sunt îndepărtate cu o spatulă sau un ac de disecție, iar din acestea se prepară preparate pentru microscopie Lichidul rămas din fiecare vas este turnat separat în tuburi de centrifugă, se adaugă o cantitate egală de eter, se agită și se centrifuge, supernatantul este aruncat și întregul precipitat este examinat la microscop În absența puroiului și a mucusului, nu se adaugă eter Toate ouăle de helminți găsite în sediment și fulgi trebuie numărate Urina si scurgeri vaginale Urina colectată (de preferință cantitatea zilnică) se apără timp de - ore în borcane înalte La temperaturi ridicate ale aerului, trebuie adăugat un conservant (formaldehidă sau mertiolat) După decantare, partea superioară este drenată, stratul inferior este centrifugat și precipitatul este examinat la microscop Dacă depozitul constă din mai multe straturi, atunci examinați fiecare strat separat În cazurile în care urina conține sânge și cheaguri de sânge, se adaugă apă distilată rece pentru hemoliza completă a globulelor roșii Evacuarea din vagin, prelevată cu un tampon sau alte dispozitive, este plasată pe lame de sticlă și preparate sunt pregătite pentru microscopie Îmbogățirea materialului studiat Pentru concentrarea agenților patogeni în urină se folosesc metode de sedimentare sau centrifugare Cel puțin ml de urină colectată în mijlocul zilei se pun într-un pahar conic și se lasă să stea timp de de minute Partea superioară este drenată, o picătură de sediment de urină este plasată pe o lamă de sticlă, se prepară un frotiu și se microscopează la o mărire mică Adăugarea a - picături de glicerină în sedimentul de urină clarifică sedimentul și facilitează studiul Cu o intensitate scăzută a invaziei, metoda de centrifugare este mai eficientă Se toarnă ml de urină proaspăt izolată în două tuburi de centrifugă și se centrifughează la rpm timp de - minute Frotiurile sunt preparate din sediment și examinate mărire redusă a microscopului (ocular x, obiectiv x) Adăugarea soluției Lugol sau a unei soluții apoase - % de albastru de metilen la preparat creează un fundal colorat și facilitează detectarea ouălor de schistozom Pentru a număra ouăle de schistozom, o porțiune de urină este agitată energic și ml sunt transferați într-un tub de centrifugă gradat Se centrifugheaza minute la - rpm, se indeparteaza supernatantul in asa fel incat sa ramana un precipitat la nivelul de , ml in eprubeta Precipitatul se agită și mm din acesta se transferă cu o pipetă pe o lamă de sticlă, acoperită cu o lamă și toate ouăle de schistozom sunt numărate în preparat Rezultatul obtinut corespunde numarului de oua continut in ml din volumul initial de urina La examinarea urinei, se folosesc și metode de filtrare Cea mai comună este metoda Bell ml de urină sunt filtrate printr-un filtru de hârtie, iar utilizarea unei pompe de vid accelerează filtrarea Câteva picături de ninhidrin sunt aplicate pe filtru pentru a colora ouăle din preparat, uscate la °C, iar numărul total de ouă este numărat la o mărire mică la microscop Rezultatele studiului sunt exprimate în numărul de ouă la ml de urină Urina este examinată dacă se suspectează schistosomiaza urogenitală (bilharziaza), în ea pot fi găsite microfilarii (în stadiile târzii de vuchererioză, brugiază, oncocercoză în prezența chiluriei), precum și ouă de paragonimus când paraziții sunt localizați în rinichi, uretere , vezica urinara Examinarea microscopică a unui frotiu din secreții vaginale poate evidenția ouă de oxiuri, ascaris și, uneori, segmente ale unei tenii bovine Spută Porțiunea de spută livrată în laborator se examinează vizual sau cu lupa, se selectează bulgări de mucus, resturi de țesut și alte impurități, se așează pe o lamă de sticlă, se acoperă cu o lamă și se microscopează Frotiurile sunt preparate din restul porțiunii de spută, care sunt, de asemenea, vizualizate la microscop Pentru a facilita detectarea ouălor și a larvelor în sputa purulentă, se amestecă cu o cantitate egală de soluție de hidroxid de sodiu sau potasiu , %, se încălzește ușor într-o baie de apă și se centrifugă Se prepară un frotiu din sediment și se examinează la microscop Pentru a dezvălui ouăle de Schistosoma (Schistosoma mansoni), cantitatea zilnică de spută este tratată cu o soluție de hidroxid de sodiu % Amestecul se depune timp de de ore, se centrifuge la - rpm timp de minute, se prepară frotiuri din sediment pentru microscopie Pentru a detecta larvele de nematod care migrează în plămâni, spută este prelucrată conform metodei Berman În sputa, pot exista și ouă de paragonimus, tominx, larve de nematozi migratori, fragmente de vezică echinococică, scolex, cârlige individuale Răzuire de pe patul unghiei și înroșire de la mâini Marginea plăcii unghiei și patul unghiei se tratează cu soluție de hidroxid de sodiu , - % și se șterg cu un tampon de vată umezit cu aceeași soluție Tamponul este plasat într-un tub de centrifugă cu soluție de hidroxid de sodiu, agitat, centrifugat timp de - minute la rpm și se prepară un frotiu pentru microscopie din sediment Mâinile sunt tratate cu soluție de hidroxid de sodiu % și șterse cu un tampon de bumbac Apa de spălare se pune într-un cilindru înalt îngust și se depune timp de - ore, precipitatul este centrifugat și examinat la microscop Pentru a filtra apa de spălare, puteți utiliza aparatul Goldman, în acest caz, filtrele cu membrană sunt examinate O bandă adezivă de celuloză este, de asemenea, utilizată pentru a examina pielea mâinilor În răzuirea din patul unghiei, se găsesc cel mai adesea ouă de oxiuri, dar pot fi detectați ouă și alți helminți Sânge Sângele este examinat pentru a detecta microfilariile Se ia dintr-un deget sau din lobul urechii (câteva picături sau - ml) și se pune într-un tub de centrifugă cu un anticoagulant (soluție de citrat de sodiu %) Sângele din eprubetă se centrifugă, se drenează serul, se hemoliza eritrocitele cu o soluție de etanol % sau prin congelare se prepară preparate, se colorează și se microscopează Pentru a obține un produs sanguin nativ, pe o lamă de sticlă se aplică un pătrat de vaselină de dimensiunea unei lame de acoperire O mică picătură de sânge este plasată în centrul pătratului și apăsată ușor cu o lamă, astfel încât să se răspândească într-un strat subțire în pătrat Un produs sanguin nativ este examinat la un microscop cu mărire redusă, în timp ce microfilariile sunt vizibile, mișcându-se activ între eritrocite Pentru a determina tipul de filarie, se folosesc preparate colorate - un frotiu și o picătură groasă (conține de de ori mai mult sânge decât un frotiu) Preparatele preparate sunt uscate, eritrocitele sunt hemolizate și colorate conform Romanovsky-Giemsa sau în alt mod În primul rând, medicamentul este examinat la un microscop cu mărire redusă Dacă în el se găsesc microfilarii, o picătură groasă se colorează suplimentar cu hematoxilină Hansen timp de - de minute și se spală timp de minute în apă curentă După aceea, medicamentul este plasat într-o soluție de acid clorhidric , % Dacă este colorată corect, învelișul microfilariei se colorează în violet pal, iar substanțele nucleare în violet închis Pentru invazii ușoare, se examinează ml de sânge venos, care se introduc într-un tub de centrifugă cu ml de soluție de acid acetic % și se amestecă, apoi se centrifughează timp de minute la rpm Supernatantul este drenat și mai multe preparate sunt preparate din sediment pe lame de sticlă, colorate conform Romanovsky-Giemsa și studiate la microscop Metoda de filtrare cu clopot Filtrarea se realizează într-un aparat având o pâlnie din oțel inoxidabil cu o deschidere dreptunghiulară, ale cărei dimensiuni sunt mai mici decât filtrul Într-un tub de centrifugă, se amestecă ml de sânge, ml de ICN și ml de detergent teepol Tubul este astupat și răsturnat de mai multe ori până când apare hemoliza completă și apoi filtrat în aparat Eprubeta și aparatul sunt spălate cu o porțiune proaspătă de ICN, care este de asemenea filtrată Pentru prepararea unor preparate permanente (care pot dura câteva săptămâni), precipitatul se fixează pe filtrul aparatului, turnând apă distilată clocotită De îndată ce această apă trece prin filtru, este îndepărtată și colorată în același mod ca o picătură groasă pe o lamă de sticlă (conform Romanovsky-Giemsa, Wright etc ) Pentru a detecta microfilaria Loa Ioa, preparatele sunt colorate cu hematoxilină Ehrlich fierbinte timp de - minute Filtrul colorat se usucă într-un desicator sau alcool izopropilic (succesiv în căni), apoi se limpezește pe sticlă cu câteva picături de ulei de imersie, acoperit cu o lametă și microscopat Piele În specimenele de biopsie ale pielii sau în materialul obținut în timpul scarificării acesteia, pot fi detectate microfilarii de onchocercus și alți agenți cauzali ai filariozei și uneori larve de schistozomi și helminți care provoacă dermatită lineară Materialul pentru studiu este luat în considerare ținând cont de localizarea preferată a mușcăturilor de artropode - purtători de invazie Cu un ac entomologic, o secțiune a epidermei este ridicată și o bucată rotundă sau ovală cu un diametru de câțiva milimetri este tăiată cu o lamă de ras de siguranță Se așează pe o lamă de sticlă într-o picătură de soluție izotonă de clorură de sodiu și se acoperă cu o lametă După minute, preparatul este microscopat Larvele de helminți se găsesc de-a lungul marginilor preparatului Biopsia cutanată poate fi plasată timp de - ore într-un tub care conține ml CNI, apoi se poate examina sedimentul Examinarea pielii poate fi efectuată folosind metoda Miller: cinci bucăți de piele sunt prelevate de la pacient, acestea sunt strânse puternic pentru a obține lichid tisular și sânge, din care se prepară preparate cu picături groase Ele pot fi colorate cu colorația Mayer, hematoxilină Delafield sau Romanovsky-Giemsa Metoda lui Dicke pentru cuantificarea standard a invaziei este următoarea Se îndepărtează o zonă de piele de x mm (cu o greutate de - mg), se zdrobește pe o lamă de sticlă în ICN și se numără numărul de larve Rezultatul se evaluează semicantitativ: dacă în câmpul vizual se găsesc - larve - +, - larve - ++; - - +++; și mai mult - ++++ Dezavantajele metodei includ agregarea microfilariilor, aderența unei felii de piele la o lamă de sticlă, o schimbare a ratei de migrare a microfilariilor atunci când felia de piele se usucă Pentru a preveni lipirea, puteți pune o bucată de piele pe o lamă de sticlă cu tăietura în sus și după o anumită perioadă de timp, dacă este necesar, adăugați o picătură de soluție de formol % în ICN În acest caz, microfilariile mor instantaneu Lama este apoi colorată pentru a identifica microfilariile Metoda face posibilă estimarea ratei de migrare, exprimată în numărul de larve migratoare pe unitatea de timp Țesut muscular și conjunctiv În biopsiile țesuturilor afectate pot fi găsite larve de trichinella, cestode, cisticerci, ouă de schistozomi, echinococi etc Următoarele metode sunt utilizate pentru a detecta larvele de Trichinella în mușchi metoda compresiei O biopsie a gastrocnemiului sau a bicepsului femural în apropierea tendonului se obține chirurgical Cu ace de disecție, o bucată de mușchi este împărțită în fibre separate cele mai subțiri, plasată într-o picătură de glicerină și strânsă între două lame de sticlă, astfel încât preparatul să devină subțire și transparent Examinarea microscopică într-un câmp întunecat arată o larvă încolăcită într-o capsulă rotundă sau ovală În stadiile incipiente ale bolii, larvele nu au capsule, apar în a - -a zi a bolii, iar după - luni se calcifiază treptat Utilizarea compresoriilor în examenul sanitar mărește eficiența studiului metoda de digestie Aproximativ , g de mușchi sunt măcinați, turnați în ml suc gastric artificial ( , g pepsină, , ml acid clorhidric, ml apă) și păstrați într-un termostat la ° C timp de ore Stratul superior de lichid este scurs cu grijă dar, la sediment se adaugă apă caldă ( - ° C) Amestecul se toarnă într-un aparat Berman, după oră lichidul este plasat într-un tub de centrifugă, centrifugat timp de minute la rpm, iar precipitatul este examinat microscopic Larvele calcificate pot fi decalcificate în soluții de acid clorhidric, azotic sau sulfuric Pregătirea histologică Piesele musculare sunt fixate în soluție de formol %, lichid Zenker sau alți fixativi, tăiate și colorate dar cu hematoxilina lui Delafield Orez Ouă ale nematodului Capillaria hepatica în țesutul hepatic Cu un grad slab de invazie, larvele din preparatele histologice pot fi absente, dar infiltrația inflamatorie este vizibilă (Fig ) Identificarea cisticercilor Bucățile de mușchi sau fibre sunt examinate cu ochiul liber și se izolează cu grijă cysticercus (Cysticercus cellulosae) - o bulă translucidă albicioasă de mărimea unui bob de mazăre Se pune intr-o picatura de glicerina intre doua lame de sticla, se zdrobeste si la microscop se cauta o trompa cu carlige si ventuze Pentru a verifica viabilitatea cisticercului izolat, acesta este plasat într-un amestec de bilă cu CNI și incubat într-un termostat la °C După - de minute, iese capul cisticercului afară Biopsie a membranei mucoase a colonului și vezicii urinare Dacă rezultatele studiului fecalelor sau urinei sunt negative, se studiază biopsiile membranei mucoase a colonului (pentru diagnosticul schistosomiazei intestinale) sau vezicii urinare (pentru diagnosticul bilharciozei sau schistosomiazei urogenitale) Folosind pensele concepute pentru biopsie, probe de dimensiunea unui bob de orez sunt prelevate din membrana mucoasă afectată a intestinului sau vezicii urinare și plasate timp de - minute în apă sau CNI Două biopsii sunt zdrobite între lame, care sunt strâns comprimate, capetele lamelor sunt fixate cu bandă adezivă și preparatul este studiat la microscop Conținutul chistului, abcesului (punctat) Conținutul transparent al unui chist, abces sau punctat este examinat în același mod ca sucul duodenal, adică cu adaos de eter Fluidul din vezica echinococică este centrifugat, preparatele sunt preparate din sediment și examinate la microscop pentru a detecta cârlige și scolex Conținutul purulent poate fi procesat conform metodei Telemann (vezi subsecțiunea ) Dacă este necesar, pregătiți preparate histologice din țesutul unui abces, chist sau tumoră îndepărtat în timpul intervenției chirurgicale La studierea unui astfel de material, este posibil să se identifice helminți și fragmentele lor, larve, ouă (echinococcus, alveococcus, sparganum, cysticercus, dirofilaria, vierme rotunzi, toxocara, paragonimus etc ) În puncțiile din ganglionii de țesut subcutanat se găsesc dirofilaria și onchocerciile Studii serologice și alergologice Studiu serologic Metodele serologice au o mare importanță practică pentru depistarea invaziei în stadiile incipiente de dezvoltare, înainte ca helmintul să ajungă la pubertate și să înceapă depunerea ouălor, precum și pentru examinarea epidemiologică în focare endemice Limitarea utilizării testelor serologice pentru diagnosticul helmintiazelor este asociată cu dificultatea de a obține antigene purificate ale multor helminți În majoritatea cazurilor, antigenele utilizate pentru diagnosticul serologic sunt preparate brute și necaracterizate (organisme întregi dezintegrate sau extracte ale acestora), ceea ce duce la numeroase reacții încrucișate Eficacitatea diagnosticului serologic al helmintiazelor va crește odată cu îmbunătățirea metodelor de izolare și purificare a antigenelor corespunzătoare RSK Reacția de fixare a complementului cu antigenul din larvele uscate de Trichinella (fracții solubile în etanol și solubile în etanol) este utilizată pentru diagnosticarea trichinelozei; cu extracte alcoolice de Dirofilaria immitis - pentru diagnosticul unor filariaze umane Cu toate acestea, reacțiile fals-negative și fals-pozitive sunt destul de frecvente În schistosomiază, RSC face posibilă stabilirea infecției înainte ca helminții să ajungă la pubertate și să depună ouă, dar până acum nu a fost posibilă diferențierea a trei tipuri de schistozomi prin această metodă În zonele afectate de schistosomiază, RSK sunt utilizate pe scară largă pentru anchetele epidemiologice ale populației RIGA Această reacție este o metodă mai sensibilă pentru diagnosticarea trichinelozei decât RSK RIGA este foarte specific în echinococoză (cu lichid din vezica echinococică umană ca antigen) RPG Această metodă este utilizată pentru diagnosticul serologic al trichinelozei, ascariazei și schistosomiazei Munson ELISA Imunotestul enzimatic este una dintre cele mai sensibile și specifice metode de testare serologică pentru parazitoză Metoda este utilizată cu succes pentru diagnosticarea echinococozei, alveococozei, trichinelozei, toxocaryozei, opistorhiază, fascioliazelor, schistosomiazei Munson În viitor - utilizarea acestei reacții în filarioză Reacția de precipitare inelară Această reacție este utilizată pentru a diagnostica echinococoza Antigenul standard pentru această reacție este produs sub formă lichidă la o diluție de : , ml de ser de testat întreg sau diluat : se toarnă în tuburi înguste de precipitare Pe suprafața sa, evitând amestecarea, se adaugă cu o pipetă Pasteur , ml de antigen în diluții crescătoare Rezultatele reacției se iau în considerare după - ore Cu o reacție pozitivă apare un inel alb opac de precipitat la limita serului și antigenului În cazul unui rezultat negativ sau îndoielnic, se efectuează o reacție de precipitare în eprubete la rece (RPPH) În aceleași eprubete în care s-a efectuat reacția de precipitare cu inel, amestecați ingredientele cu capătul sigilat al unei pipete Pasteur Amestecul se ține la - °C timp de - ore (până la zi) Rezultatele sunt luate în considerare cu o lupă sau cu aglutinoscop Cu o reacție pozitivă, se formează un precipitat în partea inferioară a eprubetei - un precipitat delicat albicios Eprubetele care conțin CNI în loc de antigen servesc drept control reacția de aglutinare a latexului Reacția este folosită și pentru a diagnostica echinococoza Pentru efectuarea reacției se folosește o soluție de borat de clorură de sodiu (pH , ), pentru a se obține ml dintr-o soluție , M de acid boric, , ml dintr-o soluție , M de hidroxid de sodiu și ml apă distilată amestecat, urmat de adăugarea a , g de clorură de sodiu pentru fiecare ml de amestec Din latex tehnic (o rășină sintetică care arată ca un lichid alb-laptos), se prepară o diluție de lucru în apă distilată, iar latexul de divinilstiren este diluat : , polistiren - : Antigenul este un lichid din vezica echinococică a unei persoane sau a unei oi Pentru adsorbția antigenului pe latex, se adaugă , ml din diluția de lucru a latexului și , ml fluid echinococic la ml soluție tampon, se amestecă bine și se păstrează la temperatura camerei timp de oră, agitând ocazional Serul de testat este turnat în tuburi de centrifugă o gură, diluată cu tampon : - : , și la fiecare dintre ele se adaugă , ml de antigen adsorbit pe particule de latex Martorul este un amestec de , ml de tampon și , ml de antigen Tuburile sunt agitate, incubate timp de ore la °C și ore la °C Apoi amestecul din eprubete este centrifugat la rpm timp de - minute si se iau in considerare rezultatele reactiei Cu o reacție puternic pozitivă (+++), precipitatul este abundent, este format din particule mari, supernatantul este transparent Cu o reacție pozitivă (++), un precipitat de particule mici este vizibil cu ochiul liber Reacția este considerată negativă (-) dacă lichidul din eprubete este tulbure și nu există sediment RLA are o valoare de diagnosticare într-un titru de : și mai sus Când se utilizează un diagnostic echinococic comercial pentru RLA, metoda este mai simplă: se adaugă , ml de diagnosticum la diluțiile de ser RECIF Această reacție este una dintre cele mai promițătoare în diagnosticul serologic al parazitozei, în special al schistosomiazei (în special în zonele endemice îndepărtate de laboratoarele centrale de diagnostic), trichinelozei și filariozei Pentru efectuarea RIF este nevoie de o picătură de sânge, care se obține prin înțeparea unui deget cu un ac, se usucă pe hârtie de filtru și se trimite la laborator, unde se extrage și se folosește pentru efectuarea reacției Cercetări alergologice Testele de alergie intradermică au o valoare diagnostică relativă datorită dezvoltării frecvente a reacțiilor nespecifice Aceste probe sunt utilizate în studiul epidemiologic al populației pentru echinococoză, trichineloză, schistosomiază Proba este produsă conform regulilor general acceptate, rezultatele sale sunt luate în considerare după - de minute, deoarece acestea caracterizează hipersensibilitatea imediată CAPITOLUL DIAGNOSTICUL MICROBIOLOGIC AL INVAZIILOR INDIVIDUALE YUL Trematodoze Fascioliaza Trematodele sunt mici helminți cu un corp în formă de frunză La capătul său anterior există o ventuză bucală, pe partea ventrală sunt ventuze abdominale, care sunt organe de atașare În adâncurile ventuzei bucale * există o deschidere a gurii care duce la faringe, apoi la esofag și două ramuri ale intestinului, care se termină orbește Toate trematodele, cu excepția schistozomilor, sunt hermafrodiți Ciclul dezvoltării lor include gazda definitivă principală (umană) și una sau două gazde intermediare (moluște) La gazda intermediară, stadiul larvar de dezvoltare are loc în apă Agentul cauzal este dorlodul hepatic (Fasciola hepatica), care are un corp plat în formă de frunză, cu o tentă maronie Dimensiunile unui vierme matur: lungime , - , cm, lățime , - , cm capăt Dimensiuni ouă - x - microni (vezi Fig , p) Domul hepatic parazitează în căile biliare și vezica biliară la bovine și la vite mici, cai, porci, ierbivore și, uneori, la oameni Faza acută a fasciolozei se caracterizează prin manifestări toxico-alergice cu leucocitoză și eozinofilie în sângele periferic Faza cronică se caracterizează prin semne de angiocolită, colecistohepatită, dischinezie biliară În conținutul duodenal și în bilă (în special în porțiunea Vee C), conținutul de mucus, leucocite și celule epiteliale este crescut Diagnosticul fasciolozei se bazează pe detectarea ouălor de fluke hepatic în conținutul duodenal și fecale la - luni după sfârșitul perioadei acute a bolii Toate cele trei porțiuni de bilă sunt supuse cercetării, deși este dificil să provoace un reflex al vezicii biliare și nu în toate cazurile Cel mai eficient studiu al unui frotiu gros și utilizarea metodelor de depunere Cu un grad slab de invazie, este foarte dificil să se detecteze ouăle de dorlot hepatic în fecale La animale și mai rar la om, se observă invazia unei specii înrudite de helminți, Fasciola gigantica Manifestările bolii și principiile diagnosticului sunt aceleași Distribuția geografică: au fost raportate cazuri sporadice de fascioloză în majoritatea țărilor lumii, au fost observate focare ale bolii în Franța, Chile și Cuba Fastiolopsidoza Agentul cauzal - Fasciolopsis buski - în timpul vieții are o culoare roșiatică-portocalie, corpul formei sale în formă de limbă este acoperit cu solzi Helmint lungime - mm, latime , - mm Ouăle sunt de formă ovală, înclinându-se spre poli, dimensiunea lor este de - x - microni (vezi Fig , c) Cochilia lor este subțire, de culoare galben-cenușiu Pe un pol al ouălor există un opercul, pe celălalt - un tubercul situat medial sau asimetric ouă umplut cu numeroase celule de gălbenuș (vezi insertul color, Fig a) Un helmint adult parazitează în intestinul subțire al oamenilor, al porcilor domestici și sălbatici, al câinilor, dar uneori pătrunde în ficat și pancreas Clinic, invazia se manifesta prin semne de afectare a functiei motorii si secretoare a stomacului si intestinelor, intoxicatie si sensibilizare, distrofie alimentara cu sau fara edem Diagnosticul de laborator, ca și în cazul fascioliazelor, se bazează pe detectarea ouălor în fecale Distribuție geografică: țări din Asia de Sud-Est, India Paragonimiaza Domul pulmonar, Paragonimus westermani, este de culoare maro-roșcat și ovoid când este în viață Helmint lungime , - mm, latime , mm, grosime , - mm; suprafața corpului este acoperită cu spini Ouăle sunt maro auriu, ovale, cu capac, dimensiunea lor este de - x - microni (vezi insertul de culoare, Fig , d și Fig , j) Formele mature sexual parazitează la om, câini, pisici, tigri, porci, localizându-se mai ales în bronhiile mici, uneori pe pleura, diafragm, pancreas, intestine, ganglionii limfatici mezenterici, prostată, ficat și alte organe și țesuturi Diagnosticul de laborator al paragonimiazei se bazează pe detectarea ouălor în spută și fecale (la luni de la debutul bolii, când paraziții ating maturitatea sexuală și încep să secrete ouă) Când pleura este deteriorată, trematodele tinere sunt uneori detectate în exudatul pleural În cazurile de localizare a helminților în rinichi, ouăle sunt excretate prin urină În primele până la luni după infecție, reacția de fixare a complementului și testul de alergie cutanată pot fi pozitive Distribuție geografică: unele zone din Coreea, China, Japonia, India, Nepal, Filipine, o serie de țări din Africa (Camerun, Congo, Somalia) și America (Brazilia, Venezuela, Columbia, Mexic, Panama, Peru, Ecuador) Metagonimiaza Agent patogen - Metagonimus yokogawai - un trematod mic de , - , mm lungime, , - , mm lățime; partea din față a corpului ei este acoperită cu spini Oul are o formă ovală, o coajă netedă galben închis sau maro deschis, un capac turtit, pe polul opus se află un tubercul bine marcat Mărimea ouălor este de - x - microni (vezi Fig , a) Metagonimus parazitează în intestinul subțire al oamenilor, al porcilor, al mamiferelor prădătoare și al păsărilor care mănâncă pește În stadiile incipiente, metagonimiaza se manifestă ca o disfuncție acută a tractului gastrointestinal cu o componentă alergică, iar mai târziu are un curs subclinic cu dureri abdominale frecvente, tulburări dispeptice și diaree persistentă La debutul bolii, diagnosticul se bazează pe date clinice și epidemiologice (consumul de pește crud sau insuficient procesat), iar ulterior confirmat de detectarea ouălor în fecale Leucocitoza eozinofilă este caracteristică stadiului incipient al metagonimiazei Distribuție geografică: Coreea, Japonia, China, Filipine, în Rusia - bazinul râului Amur Heterofioză Agent patogen - Heterophyes heterophyes - un trematod mic, are corpul alungit punctat cu tepi de - mm lungime, , - , mm latime Ouăle de - x - microni au un capac și o îngroșare a cojii la capătul opus (vezi insertul color, Fig , b și Fig , b) Helmintul trăiește în intestinul subțire al oamenilor, câinilor, pisicilor, vulpilor, care sunt gazdele sale finale Invazia se manifestă printr-o varietate de disfuncții ale tractului gastrointestinal Este posibil să transportați ouă cu sânge în creier, care pot fi însoțite de crize epileptiforme și hemoragii Dacă ouăle intră în mușchi și valve ale inimii, se dezvoltă insuficiență cardiacă Diagnosticul heterofiozei se bazează pe detectarea ouălor în fecale, care trebuie diferențiate de ouăle de clonorchis și metagonimus Distribuție geografică: Egipt, Grecia, India, țări din Orientul Îndepărtat Opistorhiază (boala lui Vinogradov) Fluke de pisică - Opisthorchisfelineus - în corpul uman atinge o lungime de , mm, o lățime de mm Ouăle de opistorhis au dimensiuni de - x - µm, ușor alungite, de formă asimetrică, cu o coajă netedă, subțire, galben deschis; există un tubercul ușor distins la unul dintre poli (vezi Fig , c) ) Opistorhizele parazitează în canalele hepatice, vezica biliară, canalele pancreatice ale oamenilor și mamiferele prădătoare, care sunt gazdele lor finale Stadiul acut al opistorhiei se caracterizează prin manifestări toxico-alergice cu temperatură corporală ridicată și leucocitoză eozinofilă, ulterior apar semne de colangită, angiocolecistita, colecistohepatită și pancreatită În bilă se găsesc o mulțime de mucus, epiteliu și leucocite De o importanță diagnostică decisivă este detectarea ouălor de dorloat feline în fecale și conținutul duodenal În unele cazuri, este necesară sondarea repetată Cu un grad slab de invazie, există puține ouă în fecale, ceea ce le face dificil de detectat Cea mai eficientă metodă de diagnosticare a opistorhiei este metoda lui Goryachev O soluție de clorură de sodiu ( - ml) sau o soluție de azotat de potasiu ( %) se toarnă într-un cilindru de , - , cm în diametru și - cm înălțime Cal ( , - , g) se amestecă bine într-un vas separat cu - ml apă, se filtrează printr-o pâlnie cu două straturi de tifon, stratificând filtratul pe soluție salină și evitând amestecarea Astfel, filtratul fecal este situat în stratul superior deasupra soluției saline timp de câteva ore Ouăle, având o densitate relativă de - , se depun pe fund cu o cantitate mică de detritus fecal După - ore, stratul superior este aspirat cu o pipetă, iar soluția salină este lăsată încă - ore sau centrifugată Precipitatul este colectat cu o pipetă și microscopat Pentru examinările de masă pentru opistorhiază, este recomandabil să se folosească metoda Goryachev simplificată: aproximativ , g de fecale se amestecă într-un pahar chimic cu - ml de apă, amestecul este filtrat cu grijă prin două straturi de tifon într-un tub de centrifugă care conține - ml soluție saturată de clorură de sodiu Tuburile se țin într-un rack timp de - ore Precipitatul este examinat microscopic la mărire mică Pentru a evalua eficacitatea tratamentului, conținutul duodenal și fecalele sunt examinate pentru prezența ouălor de opistorhie folosind metoda Stoialo (contabilitatea cantitativă) După tratament, flukes feline moarte se găsesc adesea în conținutul duodenal sau în fecalele moale după spălare Pe lângă microscopie, ELISA este folosită pentru a diagnostica opistorhia, care este deosebit de informativă în stadiile incipiente ale bolii sau cu un grad scăzut de invazie Distribuție geografică: focare în bazinele unui număr de râuri din Europa și Asia O specie de helminți înrudit cu fluke feline (Opisthorchis vivierpi) în stadiul de maturitate parazitează și în canalele hepatice, vezica biliară și canalele pancreatice ale oamenilor, pisicilor domestice, câinilor și zibetei Manifestările invaziei și principiile diagnosticului sunt aceleași ca în opistorhiază Focurile de opistorhiază ale viverei se găsesc în Thailanda, India, China (Taiwan) și unele țări africane Clonorchiaza Fluke chinezesc - Clonorchis sinensis - are un corp plat de - mm lungime, - mm latime (vezi insertul color, Fig ) Ouăle acestui helmint sunt în formă de pară, uneori asimetrice, coaja este încrețită, de culoare maro-gălbui, sub un capac înalt formează o rolă sub formă de proeminențe-umeri Pe polul opus față de opercul, se află un tubercul, ușor vizibil datorită rugozității cochiliei (vezi insertul color, fig c) Dimensiunea ouălor este de - x - microni (vezi Fig , d) Parazitează în canalele hepatice, vezica biliară, uneori în canalele pancreasului oamenilor, mamiferelor prădătoare domestice și sălbatice - gazdele finale ale parazitului Manifestarea bolii și metodele de diagnostic sunt aceleași ca în opistorhiază Distribuție geografică: Coreea, Japonia, China, India, în Rusia - în Orientul Îndepărtat, în bazinul râului Amur Schistosomiaza urinara (bilharziaza) Agentul cauzal este schistozomul sanguin (Schistosoma haematobium) Corpul helmintului este acoperit cu papile, lungimea corpului masculului este de - mm, lățimea este de mm, la femelă este de mm și, respectiv, , mm (Fig , a) Ouăle sunt ovale, alungite, de - x - microni, la unul dintre poli există un vârf sub formă de vârf, nu există capac, coaja este subțire transparentă (vezi insertul de culoare, Fig , c și Fig , o) Sângele schistosomului parazitează în venele vezicii urinare și organele genitale Ouăle din venele mici pătrund în lumenul vezicii urinare și sunt excretate din organism prin urină Efectul patogen este exercitat de paraziții înșiși și de ouăle lor, A V Orez Tipuri de schistozomi: a - Schistosoma haematobium", b - Schistosoma manson'r, c - Schistosoma japomcum provocând reacții alergice, modificări inflamatorii ale membranei mucoase a tractului urinar și organelor genitale, creșteri papilomatoase și ulcerații ale țesuturilor afectate Manifestări constante ale schistosomiazei urogenitale - disurie, hematurie, eozinofilie sanguină Confirmarea diagnosticului este detectarea ouălor de schistozom în urină Deoarece sunt excretate maxim după-amiaza, urina trebuie colectată între și ore Pentru a crește fiabilitatea diagnosticului, este de dorit să se examineze toată urina zilnică, cu rezultate negative - din nou Viabilitatea ouălor este determinată pentru a evalua severitatea invaziei, eficacitatea tratamentului și contagiozitatea pacienților Ouăle mature viabile sunt transparente, conțin miracidie mobile vii, adesea înconjurate de eritrocite și leucocite Ouăle moarte sunt de culoare gri închis sau negru, conținutul lor este lipsit de structură Dacă este imposibil să se determine viabilitatea lor în funcție de tipul de ouă, se utilizează metoda de determinare a eclozionabilității miracidiei Pentru a face acest lucru, o porțiune de urină este diluată cu apă curată filtrată (fără impurități de clor) sau distilată și turnată într-o eprubetă, care este plasată într-un trepied lângă o sursă de lumină (de exemplu, o lampă de masă) După - de minute, folosind o lupă, puteți detecta miracidia în mișcare într-o eprubetă Studii serologice și alergologice În schistosomiază, imunodiagnoza completează examenul microscopic, dar nu se recomandă utilizarea acestuia ca metode independente de diagnosticare De importanță practică sunt RIF, RSK, ELISA, RP, RHA, precum și un test intradermic, o reacție de floculare pe o lamă de sticlă, o reacție de precipitare cu inel, o reacție de precipitare în jurul oului de schistozom, o reacție de aglutinare a cercarii, o imobilizare a miracidiei reacție etc Sânge heparinizat (nu mai puțin de ml) și probe de ser sanguin, câte ml Sângele degetelor este colectat într-un tub de sticlă tratat cu heparină sau plasat pe hârtie de filtru pretratată cu conservanți pentru a preveni creșterea ciupercilor de mucegai (de exemplu, o soluție : de tiomersal) și uscat Fâșiile de hârtie de filtru cu picături de sânge de un anumit volum sunt uscate complet la °C și peste Ulterior, se decupează o secțiune de hârtie de filtru cu o picătură de sânge, se scufundă într-o soluție tampon (pH , ) și se lasă câteva ore la °C Volumul soluției este selectat astfel încât diluția inițială a serului să fie de : Sângele pentru testarea serologică poate fi păstrat timp de aproximativ săptămâni la - ° C, dar cel mai bine este să îl utilizați imediat Distribuție geografică: țări africane (Egipt, Zair, Congo, Sudan, Uganda, Zimbabwe, Angola, Africa de Sud, Sierra Leone, Gambia, Maroc, Algeria, Tunisia, Etiopia etc ), unele țări asiatice (Irak, Siria, Israel, Arabia Saudită, Yemen, Iran) Cazuri ale acestei invazii au fost înregistrate în India, Cipru, Mauritius, Madagascar, sudul Portugaliei, Grecia și nordul Australiei În țările europene și Rusia, schistosomiaza este importată Schistosomiaza intestinală Munson Agentul cauzal este Schistosoma mansoni (Fig , d) Corpul helmintului este acoperit cu papile Dimensiuni masculine: lungime mm, latime , mm, femele - , respectiv , mm Ouăle sunt ovale, alungite, cu o coajă galbenă transparentă, fără capac În apropierea unuia dintre polii oului se află un vârf mare îndoit spre stâlp (vezi insertul color, Fig , a) Dimensiunea ouălor este de - x - microni (vezi Fig , d) Schistozomul lui Munson parazitează venele mezenterice și rectale mici ale oamenilor și ale unor specii de maimuțe, provocând o reacție alergică cu eozinofilie, leziuni intestinale severe, leziuni hepatice cu hipertensiune portală, ascită și vene esofagiene și gastrice dilatate Este posibil să transportați ouă de schistozomi în creier (se observă pareză, paralizie, convulsii), vasele circulației pulmonare, peretele apendicelui etc Diagnosticul schistosomiazei intestinale se bazează pe date clinice și epidemiologice și pe detectarea ouălor de schistozom în fecale Se prepară un frotiu gros și se examinează la microscop binocular Se folosesc și metode de depunere, inclusiv metoda Goryachev Trebuie avut în vedere faptul că numărul maxim de ouă este concentrat în prima porțiune din fecalele alocate Dacă, în studiul fecalelor obținute în timpul defecării (fără utilizarea unei clismă sau laxativ), nu a fost posibilă identificarea ouălor de helminți, se prepară un tampon din mucusul rectal Aproximativ % din ouăle depuse de femelă sunt reținute și mor în țesuturi, prin urmare, pentru a detecta schistosomiaza inactivă, se examinează un specimen de biopsie a mucoasei rectale, prelevat la o distanță de cm de anus O bucată de țesut biopsiat este zdrobită într-o picătură de glicerol între două lame de sticlă și preparatul este microscopat; în timp ce ouăle sunt de obicei clar vizibile Când sigmoidoscopia evidențiază modificări ale membranei mucoase sub formă de inflamație, polipi, ulcere mici, stricturi Studii serologice și alergologice În ultimii ani, testele cutanate, RSK și ELISA, RIF indirect etc au fost folosite pentru imunodiagnosticul schistosomiazei intestinale Distribuție geografică: Egipt, Sudan, Tanzania, Mozambic, Malaezia, Zair, Camerun, Liberia, Guineea, Brazilia, Venezuela, Puerto Rico Schistosomiaza intestinală intercalată Agentul cauzal - Schistosoma intercalatum - parazitează în venele mezenterice ale unei persoane Ouăle acestui helmint sunt identice ca aspect cu cele ale S haematobium, dar sunt excretate în fecale (vezi insertul color, Fig , d) Cojile ouălor de intercalatum se înroșesc cu Carbol fuchsin, în timp ce ouăle de haematobium nu au această proprietate Din punct de vedere clinic, această helmintiază se manifestă în mod similar cu schistosomiaza lui Munson Metodele de diagnosticare sunt aceleași Distribuție geografică: țări africane (Zaire, Congo, Gabon, Camerun, Ciad, Africa de Sud etc ) Schistosomiasis japonica Agentul cauzal - Schistosoma japonicum - are o structură asemănătoare altor schistozomi, dar cuticula sa este lipsită de papile (Fig , c) Dimensiuni masculine: lungime , - , mm, latime , mm; femele - - și respectiv , mm Ouăle sunt de formă ovală, cu o coajă transparentă galben pal, fără capac Pe suprafața laterală a oului, mai aproape de unul dintre poli, există un mic vârf (vezi insertul color, Fig , b) Dimensiunea ouălor este de - x - microni (vezi Fig , n) Parazitează în venele mezenterice și rectale mici ale omului, maimuțelor, bovinelor mari și mici, porcilor, câinilor, șobolanilor etc După manifestările clinice, este aproape de schistosomiaza intestinală Diagnosticul schistosomiazei japoneze folosește aceleași metode ca și pentru recunoașterea schistosomiazei intestinale Distribuție geografică: Indonezia, Kampuchea, China, Coreea, Laos, Malaezia, Thailanda, Filipine, Japonia Dicrocelioza Dicrocoelium lanceatum - Dicrocoelium lanceatum - este un trematod mic de - mm lungime si , - , mm latime, parazitand in canalele hepatice si vezica biliara la oi si alte ierbivore, uneori la om Manifestările invaziei și principiile diagnosticului sunt aceleași ca și pentru fascioloza Este răspândită în întreaga lume, mai des în țările cu climă caldă Cestodoze Helminții cu bandă, sau cestodele, au o structură asemănătoare unei panglici, la capătul frontal al corpului există un cap (scolex) cu organe de atașare - ventuze și cârlige Gâtul se îndepărtează de acesta, trecând în corpul helmintului - strobilla, care constă din segmente (proglotide) În partea mijlocie a corpului, segmentele sunt hermafrodite, la capătul posterior al parazitului sunt mature cu un uter supraîncărcat plin cu ouă Ciclul de dezvoltare al cestodelor include una sau două gazde intermediare Cestodele se hrănesc cu absorbția nutrienților pe întreaga suprafață a corpului, deoarece sistemul lor digestiv este redus Difilobotriaza Tenia este lată - Diphyllobothrium latum - atinge lungimea de - m, capul are , - , mm lungime și este prevăzut cu două fante longitudinale de aspirație (botrii), cu ajutorul cărora se fixează de mucoasa intestinală Lățimea segmentelor mature este de , - , ori mai mare decât lungimea, în centrul acestora se află un uter sinuos, adunat într-o minge și umplut cu ouă (Fig , a) Uterul are o deschidere excretoare, astfel încât ouăle sunt excretate în mod constant în fecale Ouăle teniei late au o formă ovală, o coajă netedă, transparentă, gălbuie Un opercul este situat pe un pol al oului, iar un tubercul de aproximativ microni lățime este situat pe celălalt Dimensiuni ouă - x - microni Tenia lată parazitează în intestinul subțire al oamenilor, câinilor, vulpilor, urșilor, pisicilor și altor mamifere prădătoare Invazia se manifesta prin tulburari dispeptice, glosita, anemie hipercromica datorata unui deficit de cianura Orez Se termină segmentele mature ale cestodelor cu un uter umplut cu ouă: a - Diphyllobothrium Іаіпгг, b - Taenia solium \ c - Taeniarhynchus saginatus nocobalamină, parestezie; adesea există un curs asimptomatic Diagnosticul de laborator al difilobotriazei se bazează pe detectarea ouălor de helminți în fecale Toate metodele descrise mai sus sunt potrivite pentru aceasta, inclusiv un frotiu pe o lamă de sticlă Uneori sunt necesare reexaminări În timpul defecării, fragmentele de strobila de diferite lungimi sunt adesea izolate Distribuție geografică: multe țări ale lumii, în special în zonele de apă dulce Teniaza si cisticercoza Tenia, sau înarmată, - Taenia soliwn - are un corp de - m lungime, format din câteva sute de segmente Diametrul capului - mm, este echipat cu patru ventuze si o proboscis cu o margine dubla de carlige În partea anterioară a corpului teniei porcine, lățimea segmentelor depășește lungimea lor, în partea de mijloc segmentele devin pătrate, iar în partea posterioară capătă o formă dreptunghiulară Pe direcția longitudinală, dimensiunea segmentului matur este de - mm, în direcția transversală - - mm (Fig , b} Uterul în segmente mature conține - de ouă și are forma unui trunchiul central, din care de obicei pleacă până la perechi ramuri laterale Oncosfera (embrionul) helmintului din ou are o structură caracteristică cu striații radiale (vezi insertul color, Fig , e) Mărimea ouălor este de - x - microni (vezi Fig , e) Tenia de porc trăiește în intestinul subțire uman, atașându-se de membrana mucoasă cu un scolex Simptomele invaziei sunt cauzate de o încălcare a digestiei și sunt similare cu simptomele difilobotriazei O persoană poate fi nu numai gazda finală, ci și gazda intermediară a parazitului La parazitarea stadiului larvar al teniei porcine (cisticercoză) în corpul uman, manifestările invaziei depind de localizarea cisticercului Mai ales severă este cisticercoza sistemului nervos central, a ochilor etc Diagnosticul taeniasis se bazează pe detectarea unor segmente ale tenia în fecale, care trec pasiv Segmentele de tenia spălate cu apă se așează între două lame de sticlă, se stoarce ușor și se văd cu ochiul liber sau cu lupa La diferențierea segmentelor de tenie porcină și bovină se ține cont de mărimea acestora și de numărul de ramuri ale uterului Deoarece uterul la teniile de porc și bovine este închis, ouăle din fecale pot apărea numai atunci când învelișul segmentului din intestinul gazdei este distrus Cisticercoza creierului este diagnosticată pe baza simptomelor neurologice, rezultatele unui studiu al coloanei vertebrale lichid în care se detectează pleocitoza limfocito-neutrofilă cu prezenţa granulocitelor eozinofile Puteți utiliza RSK cu ser sau lichid cefalorahidian și antigen de cisticercoză, dar cu calcificarea cisticercului, este de obicei negativ Date valoroase pentru diagnosticul de tenioză oferă pneumoencefalografia Oftalmoscopia este utilizată pentru a detecta cisticercoza ochilor Diagnosticul cisticercozei musculare se bazează pe detectarea cisticercilor calcificați pe radiografia extremităților De importanță auxiliară sunt informațiile despre descărcarea segmentelor de tenie cu fecale Distribuția geografică: taeniasis apare în toate țările în care se dezvoltă creșterea porcilor și populația mănâncă carne de porc Cisticercoza este adesea observată în Africa de Sud, Mexic, Chile Teniarinhoz Tenia neînarmată, sau bovină - Taeniarhynchus saginatus - are un scolex rotunjit cu un diametru de , - , mm cu patru ventuze Lungimea strobilei ajunge la - m Dimensiunile segmentelor hermafrodite sunt de x mm, cele mature sunt de - x mm (Fig , c) Uterul teniei taurului are - de ramuri laterale Când strobila atinge - m, segmentele de capăt încep să iasă în evidență cu fecale, - pe zi, de obicei singure Ouăle și oncosferele de T solium și T saginatus sunt identice din punct de vedere morfologic (vezi insertul de culoare, Fig e) Gazda finală este o persoană la care parazitul este localizat în intestinul subțire Manifestările teniarinchozei se datorează efectului combinat mecanic, reflex și toxico-alergic al helmintului asupra organismului gazdă, în special cu invazie multiplă Ele sunt similare cu semnele taeniazei și difilobotriozei Diagnosticul teniarinhoza se bazează pe detectarea segmentelor de tenia, care sunt excretate cu fecale aproape zilnic, unele dintre ele se strecoară în mod activ și rămân pe lenjerie Diferențierea segmentelor teniei neînarmate și proglotidelor teniei porcine se realizează ținând cont de dimensiunea lor și de structura uterului În timpul anchetelor în masă pentru taeniarhynchus, în special în rândul crescătorilor de animale, se efectuează un sondaj asupra populației cu o demonstrație a segmentelor de tenia Pentru a detecta ouăle cu o oncosferă în interior, care sunt stoarse din segmente atunci când trec prin anus, se face o răzuire din pielea pliurilor perianale Teniarinhoz este comună în zonele pastorale, unde carnea este principalul aliment al populației Himenolepiaza Tenia pitică - Hymenolepis papa - un mic cestod de , - , cm lungime, , - , mm lățime Scolexul cu diametrul de , - , mm este echipat cu patru ventuze si o trompa cu halou de carlige Oul are o formă ovală și o coajă multistratificată Oncosfera cu șase cârlige este situată în centrul oului (vezi insertul color, Fig , b) Dimensiunile ouălor sunt de x microni (vezi Fig , f) Tenia pitic parazitează în intestinul subțire uman Cu invazia masivă, apar inflamații ale mucoasei intestinale, tulburări dispeptice, tulburări de peristaltism, precum și diferite simptome neurologice Diagnosticul himenolepidozei se bazează pe detectarea ouălor în fecale, include studiul unui frotiu nativ și utilizarea metodelor de flotație într-o soluție de azotat de amoniu sau azotat de sodiu (vezi subsecțiunea ) cu îndepărtarea peliculei pe o lamă de sticlă Cu un grad slab de invazie și cu un rezultat negativ de două sau trei ori al studiului, eficacitatea analizei poate fi crescută prin prescrierea de fenasal ( , - , g, în funcție de vârsta pacientului) și purgen ( , ) g) noaptea, urmată de examinarea fecalelor excretate dimineața Distribuția geografică este omniprezentă Echinococoza Tenia Echinococcus - Echinococcus granulosus - atinge o lungime de , - , mm, o lățime de , mm, este format din - segmente Scolexul este furnizat cu o proboscis cu - de cârlige Segmentul matur final are , - , mm lungime Uterul este închis, în formă de pungă, cu un număr variabil de ramuri, conține - de ouă Ouăle au un diametru de - µm, similare ca structură cu ouăle altor teniide Proprietarii finali ai Echinococcus sunt câini, lupi, vulpi, șacali și alte animale Helmintul în stadiul larvar parazitează gazdele intermediare (ungulatele), precum și oamenii, localizându-se în ficat, plămâni, rinichi și alte organe și țesuturi Larva veziculoasă (echinococ cu o singură cameră) crește lent, se poate reproduce prin înmugurire În exterior, vezica echinococică este înconjurată de o capsulă fibroasă reactivă, constând dintr-un strat exterior cuticular stratificat și un strat germinal interior, datorită căruia se formează elemente invazive ale vezicii copilului și nepoatei care conțin echinococcus scolex Manifestările clinice ale echinococozei se datorează localizării chisturilor parazitare Deci, atunci când o bula se sparge în bronhii, în spută pot fi găsite cârlige de echinococ (Fig ) Orez Echinococ agățat în spută Serodiagnosticul echinococozei se efectuează cu ajutorul ELISA, RIGA, RID, RLA și a reacției de precipitare a inelului Cea mai eficientă utilizare a - reacții în același timp Titruri de diagnostic: ELISA - : ; RIGA - : ; RLA - : și mai sus RID și reacția de precipitare a inelului nivayut calitativ, prin prezența unei linii sau a unui inel de precipitații Testul intradermic de alergie folosit in trecut (Cazzoni) nu este utilizat in prezent din cauza unei posibile reactii anafilactice Distribuția geografică: Focarele de echinococoză se găsesc în sudul Europei, Mongolia, Iran, Turcia, Africa de Nord, America de Sud, Australia etc sparganoza Sparganoza este o invazie a oamenilor de către larvele (plerocercoizi) ale tenia Sparganum prolfferum Gazdele finale ale helmintului sunt un câine, un lup, o pisică, un tigru, un leopard etc Gazdele intermediare, în diverse organe și țesuturi din care parazitează stadiul larvar al helmintului, pot fi șerpi, broaște, păsări, unele mamifere și oameni Plerocercoizii ating o lungime de - cm și o lățime de - mm Pacienții infestați au semne de alergie, formarea de ganglioni subcutanați, abcese, afectarea ochilor se caracterizează prin durere, lacrimare, umflare și ptoză a pleoapelor Diagnosticul sparganozei constă în identificarea helminților îndepărtați în timpul operației Distribuție geografică: țări din Orientul Îndepărtat, Australia, Africa, America de Sud etc Nematodoze Nematodele (sau viermii rotunzi) au corpul filamentos sau în formă de fus, în secțiune transversală sunt rotunji Corpul nematodului este acoperit cu o cuticulă, la capătul din față se află o deschidere a gurii care duce la esofag și intestine Un anus se deschide pe partea ventrală a capătului posterior al corpului Dimensiunile nematodelor sunt diferite - de la - mm la cm sau mai mult Toate nematodele au sexe separate, masculii sunt de , - ori mai mici decât femelele Nematozii pot fi vivipari sau ovipari Ciclul de dezvoltare al majorității nematodelor merge direct cu eliberarea ouălor în mediul extern Poate o dezvoltare mai complexă cu schimbarea proprietarilor Filariaza Filariaza este un grup de boli cauzate de filarii: Wuchereria bancrofti (wuchererioza), Brugia malayi (brugiaza), Loa Loa (lo-aoza), Onchocerca volvulus (oncocercoza), Acanthocheilonema (Dipetalo-nema) perstans (dipetalonematoza sau acanthocheilonematoza), Manson- nella ozzardi (mansoneloza) Toate filariile, sau viermii filamentoși, au un corp asemănător unui fir de - mm lungime și , - , mm lățime, masculii sunt mai mici decât femelele (vezi insertul color, Fig ) Femelele sunt vivipare, larvele fiecărei specii - microfilariile - au trăsături caracteristice Diferențierea lor se bazează pe dimensiunea, prezența sau absența unui capac, localizarea nucleelor la capătul cozii etc (Tabelul ) Efectul patogen al filariei și al larvelor lor este determinat de localizarea paraziților, sensibilizarea organismului pacienților cu produse metabolice, dezintegrarea helminților și a larvelor acestora Este posibil să se atașeze o infecție bacteriană secundară cu dezvoltarea abceselor și chiar a sepsisului Adesea, filarioza este asimptomatică Distribuția geografică a filariozei este prezentată în tabel Wuhererioza Agent patogen - Wuchereria bancrofti parazitează în ganglionii limfatici și vasele de sânge ale unei persoane Invazia se manifestă prin reacții alergice, circulație limfatică afectată, oprirea fluxului limfatic, tulburări distrofice și modificări inflamatorii în țesuturile afectate Clinic, wuchererioza se manifestă prin reacții alergice - erupție pe piele, eozinofilie, elefantiaza membrelor (adesea inferioare), scrot etc Diagnosticul wuchereriozei se bazează pe detectarea microfilariilor în sângele periferic (vezi subsecțiunea ) Datorită frecvenței microfilaremiei, sângele trebuie luat pentru cercetare nu numai în timpul zilei, ci și noaptea Pentru a determina tipul de microfilarii, preparatul este microscopat folosind o lentilă de imersie Corpul microfilariilor cu dimensiunea de , - , x , mm este înconjurat de un capac care iese mult dincolo de capetele capului și ale cozii (vezi insertul colorat, Fig , a} Capătul capului corpului este tocit, cel caudal capătul este ascuțit, nucleii sunt mici, clar conturați, coloana nucleară se termină cu mai multe nuclee alungite care nu ajung în vârful cozii (Fig , a) despre NJ Principalele semne de diagnostic diferențial ale microfilariilor Tabelul Semne și caracteristici ale diagnosticului de invazie Specie de parazit Distribuție geografică Localizare Moment de apariție în sânge Material de testare microfilariile de helminți adulți Microfilărie fără înveliș Onchocerca volvulus Ecuatorială, Africa de Vest și de Est, Guatemala, Mexic Țesut subcutanat Ganglioni limfatici și onchocerci - Secțiunea pielii Di petalonema treptocerca Africa (Congo, Camerun, Ghana) Tesut subcutanat Piele si tesuturi - Sectiunea pielii Di petalonema perstans Africa, America de Sud Cavități corporale Vase de sânge Fără periodicitate strictă (pic ușor pe timp de noapte) Picătură groasă de sânge prelevată noaptea Mansonella ozzardi America de Sud Cavități corporale Vase de sânge - O picătură groasă de sânge luată în orice moment al zilei Microfilaria învelită Wuchereria bancrofti (tulpina periodică) Africa, America Centrală și de Sud, Asia Ganglioni limfatici Vase de sânge Noaptea O picătură groasă de sânge prelevată noaptea Wiichereria bancrofti (tulpina sub-periodică) Insulele Pacificului Ganglioni limfatici Vase de sânge Nu este strict periodic (pic ușor în timpul zilei) Probă groasă de sânge prelevată în timpul zilei Brugia malayiu (tulpină periodică) Ceylon, India, Filipine și unele țări din Asia de Sud-Est Ganglioni limfatici Vase de sânge Noaptea O picătură groasă de sânge luată noaptea Brugia malayiu (tulpina sub-periodică) Malaezia, Filipine, Thailanda (pădure, zone mlăștinoase) Ganglioni limfatici Vase de sânge Nu strict periodice (pic ușor noaptea) Probă de sânge groasă prelevată noaptea Loa loa Africa de Vest și Centrală Țesut subcutanat Vase de sânge În timpul zilei O picătură groasă de sânge luată în timpul zilei Orez Capetele anterioare și posterioare ale microfilariilor: a - Wuchereria bancrofti; b - Brugia malayi; (c) Onchocerca volvulus; d - Loa loa; d - Mansonella (Dipetalonema) perstans; e - Mansonella (Dipetalonema) streptocerca; g - Mansonella ozzardi Cu chilurie, microfilariile pot fi găsite în urină În etapele ulterioare ale bolii, metodele de acumulare sunt utilizate pentru a diagnostica wuchererioza Imunodiagnosticul pentru wuchererioză include utilizarea RSK, RP Au făcut și un test intradermic cu un antigen de la Dirofilaria immitis (filaria de câine) În absența microfilariilor în sângele periferic, reacția Mazotti are o anumită valoare diagnostică, care constă în faptul că la pacienții cu filarioză, după administrarea unei cantități mici ( , g) de ditrazină (dietilcarbamazină), manifestări alergice ale bolii , în special erupțiile cutanate, cresc brusc Această reacție se datorează morții microfilariilor sub acțiunea medicamentului și eliberării antigenelor corespunzătoare Distribuție geografică: Africa ecuatorială, India, Malaezia, Indonezia, Insulele Pacificului, America Centrală și de Sud Brugios Brugia - Brugia malayi - este similar cu agentul cauzal al wuchereriozei în morfologie, biologie și efecte patogene asupra corpului uman Diagnosticul se bazează pe aceleași principii, include detectarea agentului patogen în sânge, testarea serologică, reacția lui Mazotti (vezi Wuchererioza) Agenții cauzali ai brugiazei (dimensiunea lor este de , - , x , mm) au o teacă delicată și mai puțin vizibilă decât în wuchereria (vezi insertul de culoare, Fig b), coloana nucleară se termină înainte de a ajunge la capătul cozii corp și separat de coloană și unul de celălalt celălalt sunt doi nuclei terminali, unul dintre ei se află chiar în vârful cozii (Fig , b) Distribuție geografică: țări asiatice (Sri Lanka, India, Indonezia, China, Japonia, Filipine) Loaoz Agentul cauzal - Loa Ioa - are dimensiuni de , - , x x , mm si este localizat in tesutul subcutanat, sub membranele seroase, poate patrunde sub conjunctiva ochiului uman Loiaza se caracterizează prin prezența la pacienți a unui tip de edem asemănător cu edem Quincke (tumoare calabar), precum și eozinofilie Helminții care migrează sub conjunctivă sunt clar vizibili cu ochiul liber Diagnosticul de laborator se bazează pe detectarea microfilariilor în sângele periferic prelevat de la un pacient în timpul zilei (în jurul prânzului) Agenții cauzali ai loiazei au un capac ușor pătat, care este mai puțin vizibil decât în wuchereria (vezi insertul de culoare, Fig , c) Capătul corpului este tocit și lat, coloana nucleară ajunge la capătul caudal ascuțit, nucleii sunt destul de mari și se colorează bine (Fig , d) Uneori, în scopuri de diagnostic, se folosesc metode serologice și se realizează reacția Mazotti (vezi Vuhererioza) Cu toate acestea, trebuie avut în vedere că aceste studii oferă adesea rezultate încrucișate pozitive pentru diferite filarioze Distribuție geografică: țări din Africa Centrală și de Vest Oncocercoza Agentul cauzal - Onchocerca volvulus - este localizat în țesutul subcutanat, iar microfilariile migrează către straturile de suprafață ale pielii, țesutului ocular Manifestările tipice ale oncocercozei sunt: ganglionii de țesut conjunctiv subcutanat (mai des în regiunea coastelor, pelvisului, pe membre în apropierea articulațiilor, mai rar pe cap), mâncărime, dermatită cu depigmentare a pielii, limfadenopatie și edem limfatic, eozinofilie, conjunctivită (cu leziuni oculare), etc Pentru a confirma diagnosticul clinic, secțiunile de piele sunt examinate pentru prezența microfilariilor în ele (a se vedea subsecțiunea ) În camera anterioară a ochiului, microfilariile pot fi detectate cu o lampă cu fantă, un microscop corneean sau un electro-oftalmoscop, deși paraziții evită lumina îndepărtându-se rapid de ea Microfilariile O volvulus au dimensiunea de , - , x , - , mm, nu au capac (vezi insertul color, Fig , d), capătul cozii este ascuțit, coloana nucleară nu ajunge în vârf a corpului ( Fig , c) Distribuție geografică: un număr de țări din Africa, America Centrală și de Sud Dipetalonematoza Dipetalonema - Dipetalonema perstans - paraziteaza in mezenter, tesutul retroperitoneal, ficat si peritoneu cardul persoanei Persoanele infestate dezvoltă edem alergic la extremități, organele genitale precum o tumoare Calabar și alte simptome inerente filariozei Invazia asimptomatică este adesea observată Larvele de dipetalonem - microfilariile au o dimensiune de , - , x , mm, nu au capac (vezi insertul color, Fig , e), capătul cozii este tocit, coloana nucleară ajunge la vârf, nucleii sunt localizați compact (Fig , e) Diagnosticul dipetalonematozei se bazează pe detectarea microfilariilor în sângele periferic Distribuție geografică: Africa ecuatorială, America de Sud, unele insule din Caraibe Mansoneloza Mansonella - Mansonella ozzardi - parazitează la om sub peritoneul parietal, în mezenter, provocând sensibilizarea organismului: febră, dermatită pruriginoasă, edem, eozinofilie și alte simptome Diagnosticul mansonelozei se bazează pe detectarea microfilariilor în sângele periferic Microfilariile (dimensiunile lor sunt , x , mm) nu au o teacă (vezi insertul color, Fig , f), capătul cozii este ascuțit, coloana nucleară ajunge la capăt (Fig , g) Distribuția geografică: un număr de țări din America Centrală și de Sud (Mexic, Brazilia, Columbia, Bolivia, Peru etc ), India Alți nematozi Dipetalonematoza (streptocercoza) Agentul cauzal - Dipetalonema streptocerca - este foarte asemănător cu D perstans Microfilariile (larvele) parazitului au dimensiunea de , - , x , mm; în regiunea capului microfilariilor, există un rând de nuclei ( - ), cei patru nuclei anteriori au formă ovală ( Fig , f) Manifestările clinice ale streptocercozei sunt similare cu cele ale oncocercozei și dipetalonematozei Diagnosticul se bazează pe detectarea microfilariilor în secțiuni de piele și sânge Invazia nu a fost bine studiată Găsit în Africa de Vest Dracunculoza Agentul cauzal - Dracunculus medinensis - are un corp în formă de șir, o deschidere a gurii triunghiulare înconjurată de papile Parazitul feminin atinge o lungime de - cm, o lățime de , - , mm (Fig ) Capătul cozii femelei adulte se termină cu un apendice stiloid, uterul umple întregul corp, vulva și intestinele sunt atrofiate, larvele ies printr-o ruptură de perete în apropierea capătului anterior al corpului Masculul D medinensis are - mm lungime și , mm lățime Migrația helmintului în țesutul subcutanat este însoțită de manifestări neuro-reflex și toxico-alergice (mâncărime, urticarie, dificultăți de respirație, diaree, vărsături, edem, eozinofilie etc ) Până la pubertate a femelei, capătul capului ei se apropie de suprafață sti ale pielii, unde apare caracteristica Femela Dracunculus veziculă spinoasă, scurt medinensis se deschide În centrul ulcerului rezultat, este vizibil un cap de helmint cu o parte a uterului prolapsat Diagnosticul dracunculozei în formarea elementelor primare ale pielii nu este dificil În stadiile incipiente ale invaziei, se utilizează un test intradermic cu un extract dintr-un parazit matur Helmintul calcificat poate fi detectat prin examinare cu raze X Distribuție geografică: Africa de Est, Centrală și de Vest, Arabia Saudită, Iran, Irak, Afganistan, Pakistan, India de Vest și Centrală etc Anchilostomiaza Agenții cauzali ai anchilostomiei sunt anchilostomia duodenală sau viermele (Ancylostoma duodenale) și hookheadul american sau necatorul (Necator americanus) Ambii paraziți au cavitatea bucală căscată, capsula bucală este înarmată cu dinți chitinoși (anchilostomie) sau plăci de tăiere chitinoase (necator) Diferențierea viermilor anchilostomatici se bazează pe studiul morfologiei capsulei lor bucale, formei corpului, localizarea deschiderii genitale feminine etc (Tabelul ) Agenții cauzali ai anchilostomidozei parazitează în părțile superioare ale intestinului subțire uman și se hrănesc cu sânge, provocând leziuni ale membranei mucoase la locurile de atașare Ele secretă anticoagulante, astfel încât rănile sângerează constant Clinic, anchilostomia se manifestă prin duodenită, simulând ulcer gastric și ulcer duodenal, sau colecistită, anemie hipocromă, reacție alergică și alte semne Diagnosticul anchilostomiei se bazează pe date clinice și epidemiologice, prezența anemiei și a eozinofiliei (mai ales în primele luni după infecție) și este confirmat de studiul fecalelor proaspete În țările cu climă caldă, probele de fecale pentru analiză trebuie transportate imediat la laborator, iar dacă livrarea este întârziată, utilizați conservanți sau depozitați probele la rece Pentru a detecta ouăle de anchilostoma în fecale, se utilizează o metodă de frotiu mare cu examinare la microscop binocular și Tabelul Semne diagnostice diferențiale ale agenților cauzali ai anchilostomiei Semn Un fel de helmint A duodenale N americanus Lungimea corpului (mm): femela mascul - - - - Forma corpului Corp cu capătul capului curbat dorsal Corpul curbat ventral, capătul capului orientat dorsal Lungimea esofagului, mm , , - , Dimensiunile și armamentul capsulei bucale sunt , x , mm; două perechi de dinți mari, dinții dorsali sunt rudimentari , x , mm; două lame tăietoare, dinți dorsali dezvoltați Localizarea deschiderii genitale la femeie În jumătatea posterioară a corpului În jumătatea anterioară a corpului Capătul caudal: mascul femela Are o coloană vertebrală ascuțită Echipat cu o bursă genitală largă Fără coloană vertebrală Echipat cu o bursă genitală îngustă Spicule Ambele spicule sunt libere la capete Ambele spicule sunt conectate printr-un cârlig comun la capete metoda Fülleborn cu îndepărtarea peliculei cu o lamă de sticlă (a se vedea subsecțiunea ) Timpul optim de decantare într-o soluție saturată de clorură de sodiu este de - de minute, după care numărul de ouă din film scade semnificativ Ouăle de anchilostoma au formă ovală, cu poli rotunjiți și o coajă subțire transparentă, conțin embrioni în stadiul de blastomer și sunt incolore Dimensiunile lor sunt - x - microni Dacă fecalele sunt menținute calde timp de aproximativ o zi sau mai mult, atunci se poate forma o larvă rabditoidă în embrion și chiar să iasă din coaja oului în fecale Oul de necator are aceeași structură ca oul de vierme, dar este puțin mai lung: - x - microni Pentru a studia fecalele care au fost depozitate mult timp pe vreme caldă, puteți utiliza metoda Berman sau metoda de cultivare a larvelor pe hârtie de filtru (ca în strongiloidiaza) În perioada de migrație, larvele pot fi găsite în spută Larvele rabditice și filariforme ale agenților cauzatori ai anchilostomiei sunt foarte asemănătoare cu larvele agenților cauzali ai fortehiloidozei La diferențierea larvelor rabditoide ai agenților cauzali ai anchilostomiei și strongiloidiazei, se ia în considerare dimensiunea cavității bucale (la anchilostomia este mai mare), lungimea segmentului îngust al spatelui corpului (în agenții cauzali ai anchilostomiei) este mai lung), demarcația esofagului (în agentul cauzal al strongiloidiazei este mai pronunțată) și dimensiunea rudimentului genital (mai puțin - la anchilostoma) Pentru serodiagnosticul anchilostomiei, utilizarea ELISA (necatoriaza) este cea mai eficientă Distribuție geografică: Europa de Sud, Africa, America de Sud, India, Asia de Sud-Est, Japonia, China, Australia, Oceania Strongiloidiaza Strongyloid intestinal, sau acnee intestinală, - Strongyloides stercoralis - se referă la nematozi filamentoși mici Dimensiunea femelelor este de , x , mm, a masculilor - , x , mm Dezvoltarea helminților continuă cu schimbarea generațiilor libere și parazite În corpul uman, paraziții feminini sunt localizați în membrana mucoasă a părților superioare ale intestinului subțire, unde sunt depuse ouă, din care ies în curând larvele rabditoide Deoarece o parte din larvele rabditoide (lungime - µm, lățime µm) din lumenul intestinal se transformă în larve filariforme (lungime µm, lățime µm), care pătrund în diferite organe și țesuturi, se observă adesea hiperinvazia Larvele rabdite au un esofag dublu dilatat, a cărui lungime este de % din lungimea corpului; la larvele filariforme, esofagul are formă cilindrică, lungimea depășește % din lungimea corpului Manifestările strongiloidiazei în timpul migrației larvelor se datorează deteriorării mecanice a țesuturilor și sensibilizării organismului gazdă Se notează dermatită, mâncărimi ale pielii, bronșită astmatică, eozinofilie etc Când helminții ajunsi la pubertate sunt paraziți la intestinul subțire, simptome dispeptice, dureri abdominale, duodenită, colecistită, disfuncție a sistemului nervos, urticarie, eozinofilie severă , etc Diagnosticul strongiloidiazei se bazează pe detectarea larvelor rabditoide mobile în fecale și conținutul duodenal Cel mai adesea, metoda Berman este folosită în acest scop Cu semne de afectare pulmonară în combinație cu leucocitoză eozinofilă, sputa este examinată pentru prezența larvelor de acnee intestinală Distribuție geografică: Asia de Sud, Africa de Est și de Sud, America Latină, mai rar - America de Nord, Oceania; au fost raportate cazuri sporadice de strongiloidiază în Europa Trichostrongiloidoza Agentul cauzal al tricostrongiloidozei este Trichostrongylus colubriformis, un nematod păros; dimensiuni feminine - x , - , mm, masculi - , x , - , mm Forma ouălor este alungită, un pol este ușor ascuțit, celălalt este mai obtuz, dimensiunile lor sunt de - x - microni (vezi Fig , k) În fecalele proaspete, ouăle de helminți conțin - de blastomeri; la temperaturi ridicate ale aerului, din embrion se formează o larvă rabditoidă, care iese din ou în fecale Ouăle de trihostrongylid sunt asemănătoare cu ouăle de anchilostome, dar diferă de ele ca mărime, formă și număr de blastomeri Agentul cauzal al tricostrongiloidozei parazitează în duoden și jejun, provocând sensibilizarea organismului, duodenită și alte tulburări ale tractului gastrointestinal Invazia este adesea însoțită de o excitabilitate crescută, slăbiciune Diagnosticul se bazează pe detectarea ouălor de tricostrongiloide în fecale sau în conținutul duodenal Distribuție geografică: Japonia, Coreea, Indonezia, Iran, Irak, Egipt, Chile ascariaza Viermele rotunzi - Ascaris lumbricoides - are corpul alungit de culoare alb-roz la femele de - cm lungime, - mm, la masculi - respectiv - cm și - mm Capătul cozii corpului la bărbați este curbat ventral Deschiderea gurii a viermelui rotunzi este înconjurată de trei buze proeminente Oul fertilizat are o formă ovală și o coajă groasă multistratificată, iar învelișul proteic exterior este grosier, de culoare galben-brun În interiorul oului există un blastomer sferic situat central (vezi insertul color, Fig , b) Dimensiunea ouălor de viermi rotunzi este de - x - microni Oul nefertilizat este puternic alungit, stratul proteic exterior este galben închis, subțire, fin tuberos, cu tuberculi mari proeminenti Oul este umplut cu celule de gălbenuș Când fecalele sunt ținute calde timp de - zile, are loc formarea larvelor care ies din ouă (vezi Fig , i, l) Perioada de migrare a larvelor de ascaris, care au un efect toxico-alergic asupra organismului uman, se manifestă clinic prin tuse, bronșită, uneori cu componentă astmatoidă (datorită dezvoltării focarelor inflamatorii și hemoragiilor în plămâni), urticarie, leucocitoză pe termen scurt cu eozinofilie și creșterea VSH Formele mature sexual de viermi rotunzi parazitează în intestinul subțire In aceasta perioada predomina efectul mecanic si reflex al helmintului asupra organelor digestive, ceea ce duce la scaderea poftei de mancare, greata, scaune instabile, greutate si dureri la nivelul abdomenului etc Adesea, invazia este asimptomatica Localizare pervertită a helmintului sau intensitate foarte mare Orez Larve de Ascaris lutnbri-coides izolate din plămânii unui șoarece la zile după infectarea cu ouă de viermi rotunzi invaziile pot determina dezvoltarea unor afecțiuni care necesită intervenție chirurgicală (apendicita, colecistită, abces hepatic, obstrucție intestinală etc ) Diagnosticul ascariazei în stadiul de migrare a larvelor prezintă anumite dificultăți O examinare cu raze X a organelor toracice (prezența unor infiltrate eozinofile "volatile" specifice în plămâni), o examinare a sputei pentru prezența larvelor de ascaris ajută la stabilirea diagnosticului corect Lungimea lor ajunge la , - , mm, la temperatura camerei sunt inactive, dar la - ° C devin mobile Pentru a detecta larvele se prepară frotiuri mari din spută proaspătă și se examinează la microscop (Fig ) Diagnosticul ascariazei în perioada de parazitizare a unui helmint matur sexual în intestinul subțire se bazează pe detectarea ouălor de ascaris în fecale În acest scop, se utilizează un tampon mare, care este examinat la microscop, și metoda Fülleborn cu soluții de azotat de amoniu sau azotat de sodiu, care face posibilă detectarea atât a ouălor fertilizate, cât și a ouălor nefertilizate (vezi subsecțiunea ) Trebuie avut în vedere faptul că ouăle de viermi rotuși pot lipsi în fecale atunci când sunt parazitați doar masculii, tinerii (imaturi) sau, dimpotrivă, femelele bătrâne Distribuție geografică: se găsește peste tot în țările cu climat temperat, tropical și subtropical, în special în terenurile irigate și la poalele dealurilor Trichuriazis Vlasoglav - Trichocephalus trichiurus - un helmint rotund cu un corp cu un capăt anterior filiform, care este mai lung decât cel posterior Raportul dintre părțile filiforme și îngroșate ale corpului la femele este de : , la bărbați - : Capătul din spate al corpului masculilor este încolăcit Lungimea corpului femelelor este de - mm, a masculilor - - mm Ouăle de vierme au aspectul unor butoaie maro-gălbui cu două dopuri incolore la poli Coaja de ou este formată din patru coji Dimensiunea ouălor este de - x - microni Vlasoglav parazitează în cecum, cu o invazie masivă, sunt afectate și alte părți ale intestinului Impact patogen Efectul helmintului asupra oamenilor se datorează particularităților fixării sale pe mucoasa intestinală, intensității invaziei și reactivității individuale a macroorganismului Clinic, invazia se manifestă prin stare de rău, simptome dispeptice, dureri abdominale și uneori anemie Diagnosticul tricocefalozei se bazează pe detectarea ouălor de tricocefal în fecale Pe lângă examinarea preparatului nativ (frotiul), este necesar să se utilizeze îmbogățirea l / e / moE Când se examinează fecalele conform metodei Fülleborn (a se vedea subsecțiunea ), numărul maxim de ouă de viermi bici plutește la suprafața soluției saline atunci când se depun timp de - de ore Distribuția geografică este aproape aceeași ca în cazul ascariazei, dar inferioară acesteia ca frecvență Trichineloza Agentul cauzal este TriMnella spiralis, un mic nematod vivipar filamentos Lungimea femelelor , - , mm, diametru , - , mm; lungimea masculilor , - , mm, diametru , - , mm; lungimea trichinelei musculare (larvelor) este de mm Trichinella din stadiul de maturitate sexuală parazitează în peretele intestinului subțire, iar stadiul larvar - în țesutul muscular striat al multor mamifere și al oamenilor (Fig ) Adulții și larvele de Trichinella trăiesc în același organism, care este mai întâi gazda finală și apoi intermediară Efectul patogen al Trichinella asupra oamenilor se datorează sensibilizării generale a organismului, deteriorării mecanice a peretelui intestinal de către helminții maturi și larvele acestora, precum și migrarea larvelor și reacțiilor tisulare Invaziv clinic manifestată prin creșterea temperaturii corpului, apariția edemului, eozinofilie, dureri musculare severe, disfuncție Orez Larvele de Trichinella, înconjurate de o capsulă groasă cu dublu circuit, în țesutul muscular extins al diafragmei organe circulatorii, leziuni ale sistemului nervos etc Diagnosticul trichinelozei se bazează pe datele clinice și epidemiologice și pe rezultatele unui studiu serologic Pentru a confirma diagnosticul de trichineloză, se folosesc următoarele: RSK, RLA, RLG, reacție de precipitare inelă ELISA se distinge prin sensibilitate și specificitate ridicate Antigenul pentru această reacție este un extract de dezintegrat larvele Distribuția geografică: focarele de trichineloză în natură sunt cunoscute în toate regiunile tinenti, cu excepția Australiei, predominanța acestui parazit în emisfera nordică este remarcabilă Enterobiaza Agent patogen - Enterobius vermicularis - un mic nematod albicios cu o cuticulă striată transversal Lungimea femelelor este de , - , cm, masculii - , cm Ouăle sunt ovale, de formă asimetrică, o parte a acestora este convexă, cealaltă este turtită Coaja oului este netedă, incoloră, multistratificată, cu dimensiunea de - x - microni (vezi insertul color, Fig , a) Oxiurii, parazitând în partea superioară a intestinului gros, atunci când sunt fixați pe membrana mucoasă, o deteriorează și creează condiții pentru o infecție bacteriană secundară Ele pot fi o cauză indirectă a apendicitei și a tiflitei (vezi insertul de culoare, Fig ) Ieșirea din femele pentru a depune ouă în anus este însoțită de mâncărime severă Enterobioza se manifestă printr-o încălcare a funcției organelor digestive, simptome toxic-alergice și neuro-reflexe Diagnosticul de enterobiază constă în detectarea ouălor de helminți într-o răzuire a pielii din anus Se recomandă îndepărtarea ouălor cu folie alimentară (metoda Graham) De asemenea, folosim metoda tamponului de bumbac Tampoanele unice pot fi trimise la laborator în flacoane cu penicilină sau în alte recipiente adecvate, iar pentru examinările în masă se folosesc suporturi speciale cu mai multe cavități pentru transportul tampoanelor Enterobiaza este răspândită peste tot, în special în rândul copiilor tominxoza Agentul cauzal - Thominx aerophilus - este un nematod filamentos de culoare gri deschis, capătul capului corpului său este subțiat Lungimea femelelor este de - mm, masculii - - mm Ouăle de paraziți sunt în formă de butoi, asimetrice, cu două "dopuri" la poli, dimensiunea lor este de - x microni Agentul patogen parazitează în trahee, bronhii, laringe, căile nazale, uneori în plămânii animalelor purtătoare de blană, câinilor și pisicilor Persoanele invazive dezvoltă traheobronșită persistentă cu o componentă astmatică și spută mucopurulentă Diagnosticul se bazează pe detectarea ouălor în spută și fecale prin microscopie Studiul se realizează folosind metoda Fulleborn sau metoda frotiului mare (vezi subsecțiunea ) Gnatostomiaza Gnathostomy - Gnathosoma spinigerum - un nematod roșcat, a cărui cuticulă este echipată cu spini de diferite dimensiuni Dimensiunile femelelor sunt - x - mm, masculilor - - x - mm Ouăle fecundate sunt nesegmentate, coaja lor are șanțuri delicate și o îngroșare la unul dintre poli; dimensiunile ouălor - x - microni Gnatostomia afectează peretele stomacului la pisici domestice și sălbatice, câini și mistreți Parazitismul lichiului descris la om stadiu nocturn în țesutul subcutanat cu formarea de noduri asemănătoare tumorilor sau larve migratoare Doar în cazuri izolate s-au găsit helminți adulți Diagnosticul gnatostomiazei se bazează pe detectarea larvelor în probele de biopsie ale nodurilor de țesut conjunctiv Distribuție geografică: Thailanda, India, Birmania, Malaezia, Japonia, China Toxocaroza Agentul cauzal este Toxocaria caniș, un nematod a cărui gazdă definitivă este un câine Larvele de Toxocara sunt capabile să migreze în organele și țesuturile interne ale unei persoane, provocând o varietate de erupții cutanate, febră recurentă, leziuni pulmonare, mărire a ficatului și eozinofilie Majoritatea copiilor cu vârsta cuprinsă între , - ani se îmbolnăvesc Diagnosticul parazitologic este posibil cu un examen histologic al unei biopsii hepatice sau punctat a ganglionilor limfatici periferici Pentru diagnosticul serologic al toxocarozei umane se folosește ELISA Ca diagnostic pentru această reacție, se folosesc antigene excretor-secretoare ale larvelor de helminți SECȚIUNEA VI MICROBIOLOGIE SANITARĂ CAPITOLUL BAZELE MICROBIOLOGIEI SANITARE Cercetări sanitare și microbiologice Microbiologia sanitară este știința microflorei mediului (apă, aer, sol etc ) și a proceselor conexe care pot afecta negativ sănătatea umană Cu ajutorul studiilor sanitare și microbiologice, se pune problema prezenței sau gradului de probabilitate a prezenței microbilor periculoși pentru oameni sau toxinele acestora în obiectele din mediu (apă, aer, sol, alimente, medicamente, diverse materiale, echipamente etc ) este rezolvată Un studiu sanitar și microbiologic cuprinzător include: determinarea indicatorilor indirecti ai problemei - contaminarea microbiană totală (numărul microbian), titrul sau indicele microbilor indicativi sanitar, gradul de alterare microbiană; mai rar direct - detectarea microbilor patogeni sau a toxinelor acestora în obiect Numărul microbian se referă la numărul de microbi din ml de lichid, g de solid sau metru cub de aer Pentru determinare, recoltele măsurate ale materialului sunt făcute pe agar nutritiv cu un număr de colonii crescute ( colonie formează de obicei celulă) Rezultatul este exprimat în unități formatoare de colonii - CFU / ml, CFU / g sau CFU / m Dacă, de exemplu, de colonii au crescut pe o placă inoculată cu ml apă diluată : , atunci numărul microbian este de , x IO CFU/ml În conformitate cu standardul acceptat (GOST), apa de la robinet trebuie să aibă un număr microbian mai mic de Numărul microbian al solului este determinat în mod similar după însămânțarea diluțiilor de ori de suspensie de sol Microbii indicativi sanitari sunt cei care sunt reprezentanți ai microflorei normale a corpului uman și servesc ca indicatori ai problemelor sanitare ale unui obiect, adică contaminarea acestuia cu excremente umane Microbii care îndeplinesc următoarele cerințe sunt selectați ca indicativi sanitari: prezent în mod constant și în cantități mari în secrețiile oamenilor și într-o gamă limitată de animale cu sânge cald; fără alte rezervoare naturale sau habitate naturale; persistă în obiecte pentru o anumită perioadă de timp apropiată de supraviețuirea microbilor patogeni; neînmulțirea (intens) în obiectele mediului extern; ușor de identificat, cuantificabil De exemplu, principalul indicator al contaminării cu fecale a solului, a produselor alimentare, a mâinilor, a salopetelor de personal, a apei, a articolelor de sticlă de laborator, a articolelor de uz casnic, a medicamentelor este bacteriile coliforme (ECG) sau bacteriile coliforme Aerul este evaluat prin conținutul de stafilococi și streptococi care intră în el împreună cu alți microbi din tractul respirator și cavitatea bucală a unei persoane Escherichia, clostridiile, enterococii, colifagii (bacteriofagii) sunt, de asemenea, denumite SPM În cursul evaluării stării obiectului, se determină un indice - cantitatea de SPM pe unitate de volum ( litru, g sau metru cub) de material sau titr - cel mai mic volum (în ml) sau cantitatea de greutate (în g) a materialului în care se mai găsesc microbi indicativi sanitar De exemplu, principalul indicator al contaminării fecale este bacteriile coliforme, determinarea lor se efectuează în spălarea mâinilor, îmbrăcămintea de lucru a personalului, sticla de laborator, în forme de dozare nesterile, soluții injectabile și picături pentru ochi înainte de sterilizare Aerul este evaluat prin conținutul de Staphylococcus aureus, care pătrunde în el din tractul respirator superior, cavitatea bucală Este considerat un indicator al poluării aerului cu picături Alți microbi care reflectă problemele sanitare ale unui anumit obiect sunt ciupercile de drojdie și mucegai, Pseudomonas aeruginosa și salmonella Acuratețea studiilor sanitare și microbiologice este asigurată de: selectarea corectă, depozitarea și transportul probelor la laborator, utilizarea metodelor standard, complexitatea studiului și repetarea acestuia Apă Dintre obiectele supuse controlului microbiologic, un loc important este acordat studiului apei Poluarea microbiană a apei este mai periculoasă decât poluarea chimică, deoarece în absența semnelor organoleptice de poluare în apă pot apărea infecții în masă care au consecințe grave În acest sens, de exemplu, pentru apa potabilă, acestea nu stabilesc o limită inferioară tolerabilă (MAC, așa cum este obișnuit pentru substanțele chimice), dar se consideră că ar trebui să fie lipsită de agenți patogeni În conformitate cu documentele de reglementare actuale, sunt supuse controlului următoarele: apă potabilă (alimentare centralizată și locală cu apă, adică din sistemul de alimentare cu apă, fântâni, izvoare și fântâni); apa piscinei; apa rezervoarelor deschise (de la râuri, lacuri de acumulare); ape uzate; apă purificată pentru prepararea medicamentelor; apă pentru prepararea soluțiilor injectabile și picături pentru ochi Supravegherea preventivă este efectuată de: ) la rezolvarea problemelor de alimentare cu apă și de canalizare a zonelor populate; ) în evaluarea sanitară a piscinelor, plajelor, locurilor de recreere colectivă etc Supravegherea sanitară actuală este efectuată de: ) la evaluarea calității alimentării cu apă potabilă în zonele populate; ) la evaluarea stării sanitare a apelor de suprafață pentru a determina gradul de influență al contaminării biologice asupra capacității apei de a se autoepura; ) la controlul eliminării apelor uzate; ) în funcție de indicațiile epidemice pentru a determina calea posibilă de transmitere a bolilor infecțioase (realizează depistarea microorganismelor sanitar-indicative și patogene) Controlul apei se realizează în conformitate cu standardele existente (Tabelul ) Selectarea eșantionului Probele de apă potabilă din rețeaua de distribuție a alimentării cu apă a orașului sunt prelevate de către angajații Centrului de Supraveghere Sanitară și Epidemiologică de Stat Pentru prelevare se folosesc flacoane sterile de ml cu un dop de cauciuc măcinat, plută sau cauciuc În mod preliminar, robinetele se ard cu flacăra unui tampon aprins umezit cu alcool, iar apa se scurge timp de - minute cu robinetul complet deschis Capacul de hârtie cu dopul se scoate din flacon imediat înainte de a-l umple, fără a atinge gâtul flaconului și dopul cu mâinile Probele de apă din bazine în timpul funcționării acestora se prelevează în cel puțin două puncte (părți adânci și puțin adânci) de la - cm de suprafață în cantitate de un litru o dată pe lună Probele de apă purificată utilizate pentru prepararea formelor de dozare (cu excepția medicamentelor pentru injecții și a picăturilor pentru ochi) se iau în cantitate de ml în sticle sterile închise cu dopuri de bumbac și capace de hârtie Probele sunt prelevate dintr-o biuretă, în care vârful este ars în prealabil cu un tampon de bumbac umezit cu alcool Probele de apă purificată pentru prepararea soluțiilor injectabile și picături pentru ochi sunt luate în flacoane sterile într-un Tabelul Cerințe privind puritatea microbiologică a apei Denumirea obiectului de control Indicatori determinați ai purității microbiologice Cerință Document de reglementare Apă de băut Număr microbian (CFU/ml) - Bacteriile coliforme generale și termotolerante (în probe de ml apă) Colifagi (în ml apă) Spori de clostridii sulfit reductoare (în ml apă) Nu mai mult de Absenta " " SanPiN - Apă de înot - Număr microbian Nu mai mult de SanPiN piscine (CFU/ml) Reprezentanți ai Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus Colifage (PFU/ ml apă) Microorganisme patogene Absenta Nu mai mult de Absenta - Apă purificată Număr microbian (CFU/ml) Reprezentanți ai Enterobacteriaceae, Pseudomonas aerugino-sa, Staphylococcus aureus Nu mai mult de Nu FS - - Apă pentru soluții injectabile Număr microbian (CFU/ml) Nu mai mult de (oferă apirogenitate) ФС - - cantitate de ml direct din butelie imediat după distilare sau din vase în care se sterilizează apa Metodologia de cercetare numărul total de microbi TMC - numărul de bacterii mezofile aerobe și anaerobe facultative în cm ( ml) de apă - este determinat pentru toate tipurile de apă Cercetare ml de apă suflată se adaugă în două vase Petri sterile și se umple cu agar nutritiv topit și răcit (metoda de însămânțare profundă) Se incubează la °C timp de de ore, după care la temperatura camerei încă de ore Se numără numărul de colonii crescute pe plăci (la suprafața și în profunzimea agarului nutritiv) și se calculează media aritmetică Pentru identificarea mucegaiurilor și ciupercilor de drojdie, apa de testat se inoculează în , ml pe mediu Sabouraud și se incubează la temperatura camerei timp de - zile Se numără numărul de colonii crescute și se calculează și media aritmetică Rezultatul (MCH) este calculat prin însumarea numărului mediu aritmetic de bacterii, drojdii și mucegaiuri și exprimat în CFU/ml Definiţia coliform bacteria Prezența bacteriilor coliforme este determinată și în apa de toate felurile Bacteriile coliforme comune sunt tijele Grasporogene care nu au activitate oxidazică și fermentează lactoza cu formare de acid și gaz la ° C timp de - de ore (sau fermentează glucoza cu formare de acid și gaz la o temperatură de ° C pt de ore) Bacteriile coliforme termotolerante au aceleași caracteristici, dar în plus fermentează lactoza cu formarea de acid și gaz la , ° C după de ore Bacteriile coliforme termotolerante mor rapid în mediul extern, astfel încât detectarea lor indică contaminarea fecală proaspătă a apei Pentru a determina bacteriile coliforme din apa de băut și apa purificată, se utilizează metoda filtrelor cu membrană Apa de testat ( x ml) este trecută prin filtre bacteriene de nitroceluloză, care sunt apoi plasate pe mediu Endo și incubate la ° C timp de de ore Numărul de colonii lactoză pozitive crescute pe filtre, identificate ca bacterii coliforme , se numără Definiţia coliphages Prezența colifagelor (bacteriofage care parazitează E coli) se determină în apa surselor de suprafață și apa potabilă preparată din aceasta, precum și în apele uzate Sunt indicatori ai eficacității protecției apelor subterane și a tratării apei potabile Studiul se realizează prin metoda straturilor de agar conform Grazia (vezi Fig și insertul color, Fig ) Pentru titrarea colifagelor, apa de testare este amestecată cu agar nutritiv topit și răcit, unde se adaugă și tulpina indicator E coli Amestecul rezultat este turnat într-un al doilea strat pe agar nutritiv într-o cutie Petri, iar după ce mediul s-a solidificat, vasul este incubat la °C timp de de ore bacteriopha- * Ha) Rezultatul studiului este exprimat în unități formatoare de placă (PFU/ml) Determinarea sporilor de clostridii sulfit-reducătoare Prezența sporilor clostridiilor sulfito-reducătoare este determinată în apă pentru a evalua eficiența instalațiilor de tratare a apei potabile Pentru a face acest lucru, apa de testare este introdusă în mediul Wilson-Blair topit și răcit Mediul conține tiosulfat (hiposulfit) și o sare incoloră de fier Ca urmare a germinării sporilor, a reproducerii clostridiilor și a reducerii sulfitului, se formează sulfură de fier, care conferă mediului o culoare neagră La utilizarea apei din surse de apă de suprafață, precum și în așezările mari, apa potabilă este examinată zilnic În cazul detectării repetate a bacteriilor coliforme și/sau colifagelor, în apă se determină agenții patogeni ai infecțiilor intestinale bacteriene și virale Având în vedere faptul că purificarea și dezinfecția apei, precum și metodele existente de cercetare sanitară și microbiologică a apei, pot fi ineficiente din mai multe motive, cea mai bună modalitate de a asigura siguranța apei este protejarea surselor de apă de contaminarea microbiană Pamantul Cunoașterea compoziției și importanței microflorei solului pentru om, influența diferitelor condiții asupra acesteia este necesară pentru o evaluare sanitară și microbiologică corectă a solurilor (din punct de vedere al siguranței sale epidemice) Examinarea sanitară și microbiologică a solului este reglementată de instrucțiunile de supraveghere sanitară preventivă și curentă Supravegherea preventivă este efectuată de: a) în planificarea, construcția și reconstrucția zonelor nou populate și a zonelor populate; b) la alegerea amplasamentelor pentru construirea de instituții medicale și de prevenire și farmaceutice, sanatorie, instituții pentru copii; c) la rezolvarea problemelor de alimentare cu apă și de canalizare a zonelor populate; d) în evaluarea sanitară a plajelor, locurilor de recreere colectivă etc Supravegherea sanitară actuală este efectuată de: a) la evaluarea stării sanitare a solului și a capacității acestuia de auto-purificare după contaminare (de exemplu, solul grădinițelor, spitalelor, zonelor de recreere este examinat de ori pe an); b) la monitorizarea solului și a metodelor biotermale de neutralizare a apelor uzate și a deșeurilor ( - ori pe lună); Tabelul Cerințe pentru puritatea microbiologică a solurilor Categoria solului Titrul BGKP* Titrul bacteriilor nitrificante Titrul Clostridium Indexul microorganismelor termofile** Net > i,o > , > , - Poluat , - , , - , , - , -IO Foarte poluat < , < , < , • - - IO Notă * - cea mai mică cantitate de material (g) în care se mai găsesc aceste SPM-uri; ** este numărul de indivizi SPM la g de sol studiat c) conform indicaţiilor epidemice să se determine calea posibilă de transmitere a bolilor infecţioase La efectuarea supravegherii sanitare curente, se recomandă o analiză prescurtată Include: determinarea TMP, BGKP, titrul de anaerobi stricti, bacterii termofile, bacterii nitrificante O analiză sanitară și microbiologică completă include în plus: determinarea numărului și procentului de spori față de numărul total de microorganisme, numărul de actinomicete, ciuperci, microorganisme care distrug celuloza și amonifianți, principalele grupe de microbiocenoză a solului și o serie de studii suplimentare (de exemplu, toxicitatea solului pentru microorganisme) Conform indicațiilor epidemice, microorganismele patogene sunt detectate în timpul cercetării (Tabelul ) Selectarea eșantionului Probele sunt prelevate dintr-o zonă dreptunghiulară de cel puțin x m în dimensiune din puncte ("metoda plicului") În același timp, în condiții aseptice, se prelevează probe de la o adâncime de - cm pentru prepararea unei probe mixte cu o greutate de kg Metodologia de cercetare TMC solului se determină prin însămânțare profundă (pe un mediu dens) din diluții de ori sau prin microscopie directă (conform lui Perfilyev) Dacă este de așteptat un grad scăzut de contaminare fecală, BGKP în sol este determinat prin metoda probelor de fermentație sau metoda filtrelor cu membrană (vezi mai sus); în grad ridicat - prin însămânțare directă a suspensiei de sol ( : ) pe mediu Endo Un criteriu important pentru starea sanitară a solului și capacitatea acestuia de auto-purificare este titrul de sol perfringens (cantitatea minimă de sol în care este încă detectată Clostridium perfringens) Cu fecale După contaminarea solului, Escherichia dispar după - luni, iar Clostridiile se găsesc la un titru de , g Titrul de Perfringens se determină prin însămânțare profundă pe mediu Wilson-Blair din diluții de ori de suspensie de sol Numărul de bacterii termofile este determinat prin inoculare profundă pe mediu dens cu incubare la °C timp de o zi Titrul bacteriilor nitrificatoare este determinat prin inoculare de ori diluții ale suspensiei de sol pe mediul sintetic lichid Winogradsky Contaminarea fecală proaspătă este indicată de: detectarea de enterococi, o cantitate mare de CGB în absența bacteriilor nitrificatoare și a termofilelor, un conținut relativ ridicat de forme vegetative de clostridii Determinarea bacteriilor termofile ajută la evaluarea contaminării solului cu gunoi de grajd, compost sau canalizare și stadiul de descompunere a substratului lor organic Apariția bacteriilor nitrificatoare indică dezvoltarea proceselor de autopurificare Pentru o evaluare mai completă a procesului de autopurificare se determină și grupuri de microorganisme care distrug rapid substratul organic: bacili, actinomicete, ciuperci Aer Indicatorii sanitari și microbiologici ai aerului sunt normalizați în funcție de tipul și scopul incintei (Tabelul ) Sunt determinate prin metode de sedimentare sau aspirare Tabelul Niveluri permise de contaminare microbiană a aerului în incinta unor secții ale spitalelor Locația de prelevare Timp de prelevare Rezultatele testului Număr total de microbi (CFU/m ) m de aer pentru Staphylococcus aureus pentru bacterii gram-negative Unitate de operație Unitate de terapie intensivă (secții) Procedural Înainte de muncă După muncă Pregătit pentru muncă Înainte de muncă În timpul muncii Nu mai mult de Nu mai mult de Nu mai mult de Nu Nu Nu mai mult de Nu Nu mai mult de - Nu Nu Nu Nu Nu mai mult de - Metode de cercetare Metoda de eșantionare prin aspirație - depunerea forțată a particulelor microbiene din aer Pentru a face acest lucru, utilizați, de exemplu, un prelevator bacteriologic de aerosoli (PAB- ) Principiul funcționării sale se bazează pe electrificarea particulelor de aer studiate și depunerea lor ulterioară pe un electrod de semn opus, al cărui rol este jucat de o tavă metalică cu un mediu nutritiv (viteza estimată a aerului) tragere este de - l/min) Principiul de funcționare al unui alt dispozitiv, aparatul Krotov, se bazează pe pomparea mecanică a aerului printr-o fantă în formă de pană dintr-un capac situat deasupra suprafeței rotative a mediului nutritiv într-o cutie Petri În acest caz, are loc depunerea inerțială a bacteriilor din aer pe suprafața mediului nutritiv (viteza de tragere a aerului calculată este de l/min, iar sensibilitatea metodei este mai mică decât atunci când se utilizează aparatul PAB- ) După incubarea mediului nutritiv, se numără numărul de colonii crescute și se exprimă contaminarea aerului în CFU (unități formatoare de colonii) pentru un anumit volum de aer examinat În legătură cu răspândirea infecțiilor spitalicești în aerul incintelor spitalului, pe lângă indicatorii obișnuiți, se determină conținutul de bacterii gram-negative Metoda de sedimentare - depunerea microbilor pe suprafața unui mediu nutritiv dens sub influența gravitației (gravitației) Un vas Petri deschis cu un mediu nutritiv este plasat pe o suprafață orizontală la înălțimea desktopului și lăsat pentru un anumit timp Apoi Cupa este închisă și incubată într-un termostat Folosind această metodă, este posibil să se determine aproximativ contaminarea microbiană a aerului folosind formula Omelyansky bacteriile din litri de aer ( dm ) se depun pe cm de suprafață de agar în min Rezultatele sunt subestimate de aproximativ ori în comparație cu datele obținute cu ajutorul aparatului Krotov Principalii indicatori ai stării sanitare a aerului sunt următorii numărul total de microbi TMF aer - numărul de unități formatoare de colonii (CFU) în m de aer (se numără coloniile care cresc pe suprafața agarului nutritiv atunci când un anumit volum de aer este inoculat și incubat timp de de ore la ° C și de ore la temperatura camerei) Prezența Staphylococcus aureus Într-un anumit volum de aer se determină prezența Staphylococcus aureus (aerul se inoculează pe agar cu sare de gălbenuș, unde cresc colonii caracteristice de coci gram-pozitivi cu enzima plasmocoagulază) prezența ciupercilor Determinați prezența ciupercilor asemănătoare drojdiei și mucegaiului în aer - numărați numărul de colo ioni care cresc pe mediu Sabouraud timp de de ore de incubare la - °C Prezența microorganismelor patogene Conform indicațiilor epidemiologice, prezența salmonelei, micobacteriilor și virușilor este determinată în aer În conformitate cu "Orientările pentru controlul microbiologic în farmacii" (M URSS, ), testele de rutină ale aerului pentru contaminarea bacteriană generală, stafilococul auriu și ciupercile sunt efectuate de cel puțin patru ori pe an Produse alimentare Controlul igienic al produselor alimentare prevede evaluarea acestora în funcție de următorii indicatori: valoarea contaminarii microbiene totale (OMC); prezența BGKP; prezența bacteriilor oportuniste (E coli, Staphylococcus aureus, bacil antracoid, Proteus, Clostridia); prezența microorganismelor patogene (salmonella etc ); prezența agenților patogeni specifici de alterare microbiană a produsului Principalii indicatori ai calității produsului sunt TMC și prezența microorganismelor patogene Detectarea acestuia din urmă, datorită complexității, se realizează numai în timpul prelucrării primare a cărnii și analizei produselor din carne, lapte (nu întotdeauna), precum și în timpul controlului producției de conserve Pentru diferite grupuri de materii prime alimentare și produse alimentare, se aplică standardele relevante (GOST) și criteriile pentru bunăstarea sanitară, iar în cazul absenței acestora, acestea respectă cerințele de calitate igienă De obicei, în acest caz, masa (greutatea) produsului este normalizată, în care nu este permisă prezența CGB, microorganisme oportuniste și patogene, iar numărul microbian admis al produsului este indicat, în CFU/g (ml) Selectarea eșantionului Produsele lichide se iau cu o pipetă sau o oală sterilă, produsele libere cu un agitator steril sau o lingură (ambele după o amestecare minuțioasă) Probele sunt tăiate din produse cocoloase cu un cuțit steril într-un volum (masă) suficient pentru analiză Metodologia de cercetare Înainte de testare, probele sunt omogenizate și se prepară diluțiile lor în serie ( : , : , : etc ) Pentru a obține suspensii omogene ale materialului de testat, se folosește uneori ICN cu adaos de Twee-on- sau , % apă peptonă Determinarea contaminării microbiene totale TMC este determinat pentru acele produse și feluri de mâncare care nu trebuie să conțină specific microorganisme biologice (nu examinați produsele lactate fermentate, fermentațiile etc ) Metodele de studiere a produselor lichide și solide sunt aceleași ca pentru apă și, respectiv, sol, dar inoculările sunt incubate la °C timp de de ore Definiția BGKP (vezi mai sus) Definiția Staphylococcus aureus Se inoculează o anumită cantitate din materialul de testat pentru acumularea de stafilococi în bulion salin, de exemplu: ml (g) într-o eprubetă cu ml de mediu, incubat la ° C timp de de ore pentru a obține colonii izolate, care sunt apoi identificate prin proprietățile culturale, morfologie (într-un frotiu Gram), fermentația glucozei și manitolului și prezența plasmacoagulazei Identificarea altor microorganisme oportuniste Alte UPM sunt de asemenea determinate prin metoda microbiologică (folosind medii adecvate de diagnosticare acumulativă și diferențială) Definiţia salmonella O probă omogenizată de produs (de obicei , g) este adăugată la mediul de îmbogățire (bulion selenit) și incubată la °C O zi mai târziu, se fac însămânțari pe medii diferențiale dense (agar bismut-sulfit) și culturile suspecte sunt identificate prin semne biochimice și alte semne Conserve de cercetare Conservele reprezintă un obiect special al cercetării sanitare și microbiologice Aceste produse sunt sigilate ermetic, prelucrate prin metode termice sau combinate și sunt destinate depozitării pe termen lung (inclusiv la temperatura camerei) Dacă produsul conține spori rezistenți la căldură ai anumitor bacili sau clostridii, este posibil ca sterilitatea industrială a conservelor să nu fie realizată și un astfel de produs devine nesigur pentru sănătate Printre flora reziduală a conservelor pot fi și lactobacili, drojdii și mucegaiuri capabile de vegetație și de alterare a produsului În funcție de valoarea pH-ului și de modul de tratament termic, se disting mai multe grupuri de conserve, fiecare dintre ele având propriile domenii de cercetare microbiologică sanitară cu definiția: sterilitate industrială; agenți patogeni specifici ai alterarii microbiene; microorganisme patogene (după indicații epidemiologice) Înainte de studiu, ambalajul este inspectat (conservele deschise nu sunt examinate pentru sterilitate industrială) Pentru a stimula reproducerea florei mezo- și termofile, conservele sunt termostatate la temperatura corespunzătoare timp de - zile După deschidere, conținutul ambalajului este examinat printr-o metodă microbiologică în conformitate cu instrucțiunile actuale In cuib- Tabelul Cerințe pentru indicatorii microbiologici ai anumitor produse alimentare Tip de produs Criterii microbiologice pentru o bună calitate TMP (CFU/g(ml)) Cantitate de produs în care prezența bacteriilor nu este permisă CGB S aureus Clostridia patogenă (inclusiv Salmonella) Lapte crud (clasa cea mai înaltă) -IO - - - - Lapte pasteurizat (A) -IO CM CM - - Băuturi cu lapte acru - - CM - - Carne congelată ■ IO , g - - - Cârnați gătiți ■ IO g g , g , g la conserve se determină TMF, se detectează prezența lactobacililor, bacililor din grupa Bacillus subtilis, clostridiilor, cocilor, drojdiilor și mucegaiurilor (în funcție de produs) Deoarece compoziția chimică a produselor și metodele de conservare, precum și microflora lor inițială și reziduală sunt foarte variabile, criteriile de bună calitate a diferitelor conserve diferă, de asemenea, semnificativ Deci, în băuturile carbogazoase, TMC nu trebuie să depășească și prezența lactobacililor și a drojdiei nu este permisă în ml, iar prezența cocilor, drojdiilor și mucegaiurilor este inacceptabilă la varza murată și fructele conservate cu un pH mai mic de , Principalii indicatori ai calității alimentelor sunt prezentați în tabel Regimul sanitar al instituţiilor medicale Instituțiile de tratament și profilactic (ICS) - spitale, maternități, spitale și centre de tratament și diagnostic -, datorită caracteristicilor lor, reprezintă o amenințare pentru apariția și răspândirea infecțiilor nosocomiale (IAS) Factorii care contribuie la răspândirea infecțiilor nosocomiale includ: o concentrație mare de persoane susceptibile la infecție în timpul șederii lor non-stop într-un spital, multe modalitățile de mișcare a microorganismelor în timpul procedurilor medicale și de diagnostic și îngrijirea pacientului (mâinile personalului, dispozitive, instrumente etc ), utilizarea agenților și influențele care slăbesc protecția antiinfecțioasă a pacienților, utilizarea irațională a agenților antimicrobieni Cel mai mare risc apare din transfuzia de sânge și din așa-numitele manipulări invazive (operații, injecții, cateterizări etc ) asociate cu deteriorarea barierelor naturale ale pielii și mucoaselor Odată cu răspândirea infecțiilor nosocomiale, atât pacienții, cât și membrii personalului pot fi incluși în procesul epidemiei Pentru a minimiza posibilitatea de apariție și răspândire a infecțiilor nosocomiale în instituții, este necesar să se mențină un regim sanitar Măsuri de securitate în LPU Regimul sanitar al unităților sanitare cuprinde: măsuri organizatorice (control asupra modului de admitere, ședere și externare a pacienților, asupra serviciului de sânge și a produselor acestuia, asupra numirii manipulărilor invazive și a agenților antimicrobieni, asupra regimului de sterilizare și dezinfecție în unitățile sanitare); examinări medicale și examinarea personalului (la admiterea la locul de muncă și preventiv periodic): pentru agenții cauzatori ai infecțiilor cu transmitere sexuală, Staphylococcus aureus, enterobacterii patogene (rezultatele examinărilor sunt înscrise într-o carte sanitară individuală); se lucrează numai în salopetă corespunzătoare operațiunilor efectuate (pentru lucrul în condiții aseptice este necesar un set de îmbrăcăminte sterilă); respectarea condițiilor de păstrare a materialului steril (vezi subsecțiunea ); respectarea regulilor de igienă personală, curățarea umedă a spațiilor (echipamente, pereți, pardoseli) cu dezinfectanți; dezinfectarea cu ultraviolete a aerului din blocul operator, vestiare etc ; respectarea regulilor de utilizare a dezinfectanților și antisepticelor (inclusiv termenul de valabilitate); dezinfectarea materialelor folosite (vezi subsecțiunea ); efectuarea de cercetări sanitare și microbiologice Pentru prevenirea infecțiilor nosocomiale în ceea ce privește supravegherea curentă, se efectuează studii sanitare și microbiologice: mâinile chirurgilor, pielea câmpului chirurgical, pansamente și suturi, instrumentar, aer, suprafețe echipamente Cercetarea obligatorie face obiectul unor dispozitive specifice amplasate în sala de operație, anestezie, pre și postoperator secție, dressing, precum și în secțiile de terapie intensivă și reanimare, săli de kinetoterapie și terapie fizică În spitalele de obstetrică este obligatorie examinarea maternităților, a unei secțiuni de operație, a secțiilor postpartum și a copiilor, a camerelor de pasteurizare și de depozitare a laptelui matern Domenii importante sunt controlul sterilității dispozitivelor medicale și examinarea personalului pentru transportul microbian Obiecte specifice de control, de exemplu, sunt: bazine și perii pentru spălarea mâinilor chirurgilor, mănuși, sonde, catetere, un pat pregătit pentru un pacient operat, un laringoscop, un sac de respirație, o canapea pentru pansamente, o halat și masa de lucru a asistentei, termometre, forme de dozare pentru injecții, pentru îngrijirea pielii nou-născuților, suprafața interioară a frigiderului pentru depozitarea medicamentelor etc De asemenea, controlează calitatea curățării și dezinfectării spațiilor În ceea ce privește autocontrolul, laboratoarele instituțiilor sanitare efectuează studii sanitare și microbiologice de - ori pe lună, laboratoarele centrelor de supraveghere sanitară și epidemiologică de stat - de - ori pe an și neprogramate (conform indicațiilor epidemiologice, în cazul Probleme) Controlul sterilității dispozitivelor medicale este descris în subsecțiune Se iau spalaturi pe maini de la toti cei implicati in operatie; studiul se realizează așa cum este descris mai sus Pentru identificarea purtătorilor de Staphylococcus aureus, personalul secțiilor de chirurgie și obstetrică, precum și unitățile de terapie intensivă și unitățile de terapie intensivă, sunt examinați o dată pe trimestru Materialul din secțiunile anterioare ale ambelor jumătăți ale nasului este prelevat cu un tampon steril uscat sau umezit și inoculat direct cu lovituri pe suprafața agarului cu sare de gălbenuș într-o cutie Petri (rotirea tamponului) Într-o altă variantă, se inoculează , ml de ml ICN pe același mediu, frecând cu o spatulă, în care tamponul a fost spălat timp de minute După incubarea mediului, se numără numărul de colonii formate de Staphylococcus aureus (după caracteristicile culturale și morfologice și fiziologice) Izolarea repetată a acestor microorganisme în concentrații ridicate (IO CFU în ml sau mai mult) indică microcaruri Pentru reabilitare, micropurtătorii sunt supuși unor proceduri speciale folosind efecte antimicrobiene Examinarea sanitară și microbiologică a echipamentului, a mâinilor și a salopetei personalului Selectarea eșantionului De pe mesele de lucru, cântare, vase, recipiente pentru depozitarea materialului, echipamentelor, mâinilor și salopetei personalului, probele sunt prelevate prin spălare cu un tampon de bumbac steril plasat în eprubete cu apă sterilă ICN sau peptonă doy La eșantionarea de pe suprafețe mari plane (mese, halate etc ), se folosește un cadru șablon de sârmă de cm Înainte de prelevare, șablonul este flambat și tampoanele sunt umezite Pentru a efectua spălarea mâinilor cu un tampon de bumbac umezit (sau tifon, x cm), mâinile subiectului sunt șters, începând de la zonele mai puțin contaminate ale pielii: dosul mâinii, palma, suprafețele interdigitale, unghia paturi și suprafețe subunguale Înainte de studiu, lichidul de spălat cu un tampon sau un șervețel este agitat timp de minute pentru a desorbi microorganismele, iar apoi lichidul de spălat este folosit pentru culturi Metodologia de cercetare Definiția BGKP (vezi mai sus) Definiția Staphylococcus aureus ml de lichid de spălare se inoculează într-o eprubetă cu ml de bulion salin, se incubează într-un termostat la °C timp de de ore (în continuare, ca în secțiunea privind cercetarea alimentară) Cerințe pentru puritatea microbiologică: prezența BGKP, Pseudomonas aeruginosa, Proteus, Staphylococcus aureus în tampoane nu este permisă CAPITOLUL EFECTE ANTIMICRObiene Sensibilitatea microorganismelor la influențele fizice și chimice În practică, este adesea necesar să se controleze creșterea microbiană nedorită, limitând apariția și viteza acesteia, distrugând parțial sau complet microorganismele din mediul extern sau din/pe țesuturile vii Pentru aceasta se folosesc efecte fizice, chimice, biologice sau complexe asupra microorganismelor Efectul unor astfel de expuneri poate fi microbicid (moartea microorganismelor), microbostatic (oprirea creșterii și reproducerii acestora) sau litic (distrugerea celulelor microbiene) În funcție de natura și scopul efectului antimicrobian, există: sterilizare - distrugerea completă a microorganismelor viabile și a sporilor acestora în/la obiecte (decontaminarea obiectelor); dezinfecție - distrugerea microorganismelor patogene în/la obiecte (dezinfectia obiectelor); antiseptice - distrugerea sau restricționarea creșterii microorganismelor în/pe țesuturile vii; decontaminare - îndepărtarea contaminării microbiene a unui obiect la un nivel sigur; conservare - prevenirea creșterii și reproducerii microorganismelor în/pe obiecte Sensibilitatea microorganismelor la anumite influențe este determinată de o serie de factori: caracteristicile structurale și funcționale ale microorganismului și starea sa fiziologică, rezistența și durata expunerii, prezența factorilor concomitenți care sporesc sau slăbesc activitatea antimicrobiană Sporii bacterieni sunt cei mai rezistenți la diverse influențe, ceea ce se explică prin structura lor specială (coaja groasă, protoplasmă concentrată asemănătoare gelului, prezența acidului dipicolinic, conținut ridicat de calciu cu un conținut scăzut de apă) și faptul că sporii practic nu au metabolism Rezistența crescută a Mycobacterium tuberculosis se datorează conținutului ridicat de lipide și ceară din celulele acestora De menționat că același efect poate fi antimicrobian împotriva unor microorganisme și, în același timp, poate stimula creșterea și reproducerea altora Astfel, oxigenul este dăunător pentru anaerobi, dar stimulează creșterea microorganismelor aerobe, iar utilizarea antibioticelor antibacteriene poate favoriza creșterea ciupercilor Acțiunea factorilor fizici Filtrare Filtrarea este o metodă mecanică de eliberare a lichidelor și gazelor de microorganisme Pentru a menține sterilitatea lichidelor, flacoanele și eprubetele, precum și pipetele în care sunt introduse astfel de lichide, se închid cu dopuri de bumbac Pentru a preveni infecția prin aer, de exemplu, în spitalele chirurgicale, se folosesc bandaje din tifon de bumbac și îmbrăcăminte specială Filtrarea este utilizată pentru sterilizarea aerului, de exemplu, pentru a crea condiții de sterilitate strictă atunci când se lucrează într-o hotă cu flux laminar sau în încăperile în care se află pacienți slăbiți (imunodeficiență) Pentru a elimina microbii din lichide, se folosesc de obicei filtre cu membrană cu un diametru al porilor mai mic de , microni, dar multe filtre nu rețin viruși, micoplasme și alte microorganisme minuscule Uscare Uscarea are un efect dăunător asupra microbilor, dar diferitele tipuri diferă ca sensibilitate Deci, vibrio cholerae moare după de ore, iar agentul cauzal al tuberculozei - după de zile Microbii rămân în pelicule uscate de puroi, sânge sau spută mult timp (de luni de zile) Uscarea nu are practic niciun efect asupra sporilor În procesul de uscare, celula pierde apă, are loc inactivarea sistemelor enzimatice, ceea ce duce în cele din urmă la moartea microbilor Uscarea este folosită în medicină: materii prime medicinale, multe medicamente sunt depozitate în formă uscată Liofilizarea este utilizată pe scară largă - congelarea rapidă și uscarea din starea congelată în vid În acest caz, apa trece de la o stare cristalină la una de vapori, ocolind faza lichidă, iar viabilitatea microbilor este păstrată; perioada de valabilitate a vaccinurilor vii și a altor preparate imunobiologice crește la g sau mai mult Energie radianta Radiațiile ultraviolete și ionizante acționează direct asupra acizilor nucleici din celulă, provocând mutații letale, sau conduc la formarea de radicali liberi, provocând inactivarea sistemelor enzimatice și distrugerea structurilor celulare Lumina soarelui, în special partea sa cu unde scurte a spectrului, are un efect bactericid pronunțat Radiațiile UV sunt utilizate în medicină pentru tratarea (dezinfectia) aerului și suprafețelor din sălile de operație, maternități și secții, sălile aseptice din farmacii și în laboratoarele bacteriologice În aceste scopuri, în incintă sunt instalate iradiatoare bactericide cu o lungime de undă de - nm Undele de nm sunt absorbite maxim de ADN, ceea ce duce la formarea de dimeri de timină și, în consecință, la mutații letale Cu toate acestea, UVR are o putere de penetrare redusă și are efect antimicrobian doar pe suprafețe sau în soluții transparente Radiațiile ionizante (mai des razele y ale izotopilor Co sau I Cs) sunt utilizate pentru sterilizarea materialelor sensibile la căldură, cum ar fi produsele din plastic Având o putere mare de penetrare, acest tip de unde electromagnetice duce la pierderea electronilor și formarea ionilor din atomi, apariția radicalilor liberi, care pot duce la polimerizare și alte reacții chimice care însoțesc distrugerea structurilor chimice ale microorganismelor , precum și apariția compușilor peroxidici toxici Sensibilitatea microorganismelor la radiațiile ionizante variază foarte mult (de exemplu, iradierea Mycobacterium tuberculosis cu o doză de , megaradi duce la același efect ca iradierea agentului patogen al poliomielitei cu o doză de , megaradi) Ecografie Ultrasunetele provoacă moartea microorganismelor în suspensii: în celula microbiană se formează cavități de cavitație cu scăderi ascuțite în rarefacție și exces de presiune, ceea ce duce la distrugerea celulei Această metodă este utilizată pentru curățarea (decontaminarea) instrumentarului medical, dezinfectarea unor preparate lichide, apă de băut, lapte, sucuri, precum și pentru obținerea componentelor celulare microbiene pentru cercetare sau în timpul producției biotehnologice Temperatura Temperaturile sub ° C nu au un efect dăunător, dar microbii încetează să crească și să se înmulțească Unii virusuri supraviețuiesc la - °C Materiile prime medicinale, multe preparate medicinale și imuno-biologice, precum și produsele alimentare sunt depozitate la temperaturi de la °C la + °C (temperatura unui frigider de uz casnic) La această temperatură, activitatea metabolică și reproducerea majorității microorganismelor încetinesc brusc (cu excepția microorganismelor psihrofile și psicrotrofe) Distrugerea și moartea unor celule microbiene provoacă înghețarea și dezghețarea repetată a materialelor Temperaturile ridicate sunt dăunătoare microbilor, dar diferitele specii au o sensibilitate inegală Deci, meningococii mor deja la temperatura camerei, agentul cauzator al sifilisului - la + ° C, agentul cauzator al dizenteriei - la + ° C, brucella - la + ° C Sporii bacterieni mor numai după - ore de fierbere La temperaturi peste + °C în condiții normale, are loc denaturarea proteinelor, ducând la inactivarea enzimelor și distrugerea structurilor microbiene Acțiunea factorilor chimici Diferite substanțe chimice cu activitate antimicrobiană, în funcție de spectrul și activitatea sa, pot fi denumite prin diferiți termeni Substanțele care ucid microorganismele se numesc microbicide: bactericide, fungicide, virucide, sporocide, algicide (acţionează respectiv asupra bacteriilor, ciupercilor, virușilor, sporilor bacterieni, algelor) Dacă substanțele inhibă creșterea și reproducerea microorganismelor, acestea se numesc, de exemplu, bacteriostatice sau fungiostatice (micostatice) În funcție de scopul aplicării, substanțele antimicrobiene sunt împărțite în mai multe grupuri: antibiotice (substanțe care, în concentrații scăzute, inhibă în mod specific reproducerea sau provoacă moartea anumitor grupuri de microbi și celule tumorale); antiseptice (substanțe care provoacă moartea unei game largi de microorganisme sau împiedică reproducerea acestora în/pe țesuturile corpului); dezinfectanți (substanțe care distrug microbii din/pe obiectele din mediu); conservanți (substanțe care împiedică creșterea microbilor în alimente, cosmetice și alte obiecte) Antibioticele și alte medicamente chimioterapeutice se caracterizează prin specificitatea și selectivitatea acțiunii asupra microorganismelor (vezi subsecțiunea ) Antisepticele și dezinfectanții, de regulă, au un efect nespecific (toxic general) asupra unei game largi de microorganisme Aceste diferențe în anti acțiunea microbiană se datorează structurii chimice a substanțelor și se reflectă în mărimea dozelor efective ale acestora: în medicamentele chimioterapeutice, același efect se observă la concentrații de - de ori mai mici decât cele ale altor agenți antimicrobieni Există mai multe grupuri de agenți antimicrobieni, fiecare dintre acestea fiind caracterizat prin structura sau caracteristicile acțiunii lor asupra microorganismelor Fenolii Aceste substanțe denaturează proteinele, dăunează membranelor celulare și sunt folosite ca dezinfectanți, iar unii dintre derivații lor tisulari netoxici (hexaclorofen etc ) sunt utilizați pentru antiseptice Halogeni Preparatele de clor, iod sunt agenți oxidanți sau halogenizează proteine (iodul se combină cu reziduurile de tirozină) Clorarea este utilizată pe scară largă pentru a dezinfecta apa și alte obiecte, iar preparatele care conțin iod sunt folosite ca antiseptice Alcoolii Etanolul apos de % și alți alcooli dizolvă lipidele și denaturează proteinele Au efect bactericid și fungicid, dar sunt ineficiente împotriva sporilor și a unor virusuri Ele sunt de obicei folosite în scopuri de dezinfecție și antiseptice Surfactanți Grupul de agenți tensioactivi include săpunuri și detergenți care asigură îndepărtarea mecanică a microorganismelor de pe suprafețele pielii și de pe obiectele din mediu Detergenții cationici, inclusiv compușii de amoniu cuaternar (QAC), au activitate antimicrobiană - interacționează cu fosfolipidele membranare, perturbându-le funcțiile Folosit pentru dezinfecție și antiseptice Săruri ale metalelor grele Sărurile de argint, cupru, mercur, zinc sunt folosite pentru dezinfecție și antiseptice Astfel, ionii de argint și cupru precipită proteinele, iar ionii de mercur interacționează cu grupele de proteine sulfhidril (SH-), blocându-le Coloranți Verdele strălucitor și alți coloranți interacționează cu acizii nucleici, perturbându-le funcția Sunt folosite ca antiseptice Oxidanți Peroxidul de hidrogen, ozonul, permanganatul de potasiu dăunează sistemelor enzimatice Sunt utilizate în scopuri de decontaminare, dezinfecție și antiseptice În unele cazuri, ele pot acționa ca sterilizanți (inclusiv sporii bacterieni, care oferă un efect de sterilizare) Acizi și alcalii Aceste substanțe au și activitate antimicrobiană Acizii organici (benzoic, salicilic, lactic, ascorbic, propionic) sunt folosiți pe scară largă ca conservanți în industria alimentară și farmaceutică Uneori sunt folosite pentru antiseptice Aldehide Glutaric și alte aldehide au un efect antiviral pronunțat și sunt utilizate pentru decontaminare și dezinfecție Activitatea multor agenți antimicrobieni (dezinfectanți, antiseptice) este exprimată prin coeficientul fenol Pentru a determina coeficientul de fenol pe rânduri paralele, se prepară diluții în serie de fenol și substanța de testat Apoi, la fiecare serie de diluții se adaugă o anumită cantitate de cultură de testat (un microorganism cu sensibilitate cunoscută la fenoli) și se determină efectul antimicrobian (prin absența creșterii culturii de testat) Raportul fenolului este calculat ca raport dintre MIC a substanței de testat și MIC a fenolului Dezinfectare Dezinfecția este un set de măsuri care vizează distrugerea microbilor patogeni specifici pe/în obiecte Microbii nepatogeni sau sporii acestora pot rămâne după dezinfecție În medicină se folosesc metode fizice și chimice de dezinfecție Metode fizice Metoda fizică de dezinfecție este simplă, fiabilă, ecologică și sigură pentru personal, prin urmare, dacă condițiile permit, această metodă ar trebui să fie preferată Metodele de dezinfecție fizică includ: ) mecanică (agitare, aerisire, curățare umedă, spălare cu detergent); ) acţiunea temperaturii înalte (călcare, fierbere, pasteurizare); ) UV (iradiere cu lămpi germicide) Fierbere Fierberea în apă distilată este folosită pentru dezinfectarea produselor din sticlă și metal, polimeri termorezistenți și cauciucuri Expunerea (minim de minute) se mentine, incepand din momentul fierberii apei cu produsele complet scufundate, iar la fierbere in apa cu bicarbonat de sodiu % (soda), timpul de expunere este de minim minute Pasteurizare Pasteurizarea este o singură încălzire pe termen scurt la o temperatură sub ° C, urmată de răcire rapidă Încălzirea se efectuează la - ° C de la s la min, ceea ce duce la depunerea parțială a obiectelor Ca și fierberea, pasteurizarea nu este o metodă de sterilizare După pasteurizare, sporii și unele dintre formele vegetative rămân în viață, astfel încât produsul pasteurizat (lapte, sucuri etc ) se păstrează la frigider Iradiere cu ultraviolete UVR (iradierea cu lămpi germicide) este utilizată în medicină pentru tratarea aerului și a suprafețelor din sălile de operație, maternități și alte sedii ale instituțiilor medicale Este necesar un calcul Numărul de iradiatori bactericide și timpul de expunere se bazează pe capacitatea cubică a încăperii și natura contaminării microbiene Metode chimice La dezinfectarea prin metoda chimică, se folosesc următorii dezinfectanți: preparate care conțin clor (înălbitor, cloramină B, hipoclorit de calciu, hipoclorit de sodiu obținut prin mijloace electrochimice etc ); agenți oxidanți (peroxid de hidrogen cu și fără detergent, permanganat de potasiu); fenoli (acid carbolic, lizol); iod și iodofori (iod + surfactant); săruri ale metalelor grele (sublimat, diocid, mertiolat); surfactanți - surfactanți (sulfanol); compuși de amoniu cuaternar (miramistina, rokkal, clorură de benzalconiu etc ); alcooli ( % etanol); formaldehidă (formalină); coloranți (verde strălucitor, albastru de metilen); acizi (salicilici, boric etc ); aldehide (glutarice) Alegerea metodei de dezinfecție este determinată de rezistența microorganismelor specifice care au contaminat obiectul, precum și de proprietățile obiectului însuși În funcție de rezistența la acțiunea dezinfectanților, în prezent se disting grupe de agenți infecțioși: virali, bacterieni, tuberculozei, candidozei, pecingine În funcție de direcția de dezinfecție, se pot folosi substanțe diferite, concentrații diferite ale aceleiași substanțe sau timpul de expunere Pentru produsele din sticlă, metale, materiale plastice, cauciuc, endoscoape și echipamente complexe, instrumente dentare se folosesc diverse metode și moduri de dezinfecție De exemplu, dacă sunt dezinfectate produse metalice rezistente la coroziune contaminate cu mycobacterium tuberculosis, se folosește o soluție de % de cloramină cu o expunere de de minute, iar dacă se folosesc alte bacterii, se folosește o soluție de % și se reduce timpul de expunere la de minute Monitorizarea eficacității dezinfectării Controlul dezinfectării curente și finale în focarele infecțiilor intestinale se bazează pe detectarea Escherichia coli în materialul de testat (acest microb se găsește constant în secrețiile pacienților și are rezistență apropiată la agenții cauzali ai infecțiilor intestinale) După dezinfecție, E coli ar trebui să lipsească din materialul de testat Pentru a controla funcționarea camerelor de dezinfecție, se folosesc culturi de referință, de exemplu: stafilococul auriu - la prelucrarea lucrurilor din focare de infecții cauzate de microbi care nu formează spori * roorganisme, spori de bacil antracoid - la dezinfectarea lucrurilor din focarele de infecții cauzate de microbii formatori de spori Calitatea dezinfectării dispozitivelor medicale este apreciată de absența Staphylococcus aureus (S aureus), Pseudomonas aeruginosa (P aeruginosa) și BGKP Pentru aceasta, % (cel puțin - unități) de produse procesate simultan cu același nume sunt examinate prin metoda spălării Se aplică , ml tampoane prelevate cu șervețele de tifon ( x cm) pe suprafața agarului cu sare gălbenuș, agar sânge și mediu Endo iar vasele inoculate sunt incubate la °C Dezinfecția este considerată eficientă dacă, după de ore, coloniile de microorganisme indicate nu cresc pe plăci Dezinfecția, curățarea pre-sterilizare și sterilizarea dispozitivelor medicale reprezintă cel mai important set de măsuri care împiedică apariția și răspândirea infecțiilor nosocomiale în rândul pacienților și al personalului Curățarea pre-sterilizare a dispozitivelor medicale Curățarea acestor produse se realizează prin metoda manuală sau mecanizată (folosind ultrasunete), după dezinfecția lor și spălarea ulterioară a resturilor de dezinfectante cu apă potabilă Dacă produsul are simultan un efect detergent și antimicrobian, este permisă combinarea curățării de dezinfecție și presterilizare într-un singur proces Pentru curățare, fierbere, înmuiere, periaj, tampoane, șervețele și metoda cu jet sunt folosite diverse substanțe chimice Produsele detașabile sunt curățate dezasamblate, canalele și cavitățile produselor sunt curățate temeinic După curățare, produsele sunt clătite și uscate Modurile de curățare și uscare sunt determinate de tipul de produs și de natura contaminării Controlul calității curățeniei se efectuează de către centrele SSES și stațiile de dezinfecție (cel puțin o dată pe trimestru), iar ca autocontrol - stații centralizate de sterilizare (cel puțin o dată pe săptămână) Totodată, se verifică cel puțin % din produsele (trei unități) procesate pe tură Calitatea curățării este evaluată prin stabilirea testului amidopiridină (azopiramic) pentru cantitățile reziduale de sânge și testul fenolftaleină pentru reziduurile componentelor alcaline ale detergenților Cu un rezultat pozitiv al unei anumite probe, întregul grup de produse este supus curățării repetate până când se obține un rezultat negativ În practică, este important să se facă distincția între ele și să se distingă asepsia și antisepsia de dezinfecție Asepsie Asepsia este un sistem de măsuri preventive care vizează prevenirea pătrunderii microorganismelor în rană, medicamente, medii nutritive și alte obiecte Include: ) sterilizarea instrumentelor, aparatelor, materialelor; ) tratament special (antiseptic) al mâinilor înainte de lucrul aseptic; respectarea anumitor reguli și metode de lucru (roșie sterilă, mască, mănuși, excluderea conversațiilor etc ); ) implementarea măsurilor sanitare, antiepidemice și igienice speciale (aerisire corespunzătoare, curățare umedă cu utilizarea dezinfectanților, folosirea iradiatoarelor bactericide, încăperi cu boxe) Antiseptice Antiseptic este un set de măsuri care vizează distrugerea microbilor care au intrat într-o rană, medicament sau alt obiect Există antiseptice: ) mecanic (de exemplu, la tratarea unei plăgi, îndepărtarea țesuturilor infectate și neviabile din aceasta); ) fizice (aplicarea de pansamente higroscopice, utilizarea de soluții hipertonice care favorizează scurgerea rănii în bandaj, căldură uscată, radiații UV, laser etc ); ) chimice (se folosesc substanțe chimice care au efect bactericid sau bacteriostatic cu acțiune organotropă minimă, de exemplu, miramistina sau clorhexidina; la medicamente se adaugă acid boric, mertiolat etc ); ) biologice (folosirea de antibiotice, bacteriofage, imunoglobuline, agenți care stimulează apărarea organismului) Sterilizarea Sterilizarea este decontaminarea completă a obiectelor, în care toate formele de microorganisme (vegetative și spori) sunt distruse Pentru sterilizare se folosesc metode fizice și chimice Alegerea metodei este determinată de tipul de material de sterilizat, care după sterilizare trebuie să-și păstreze proprietățile de bază (formă, elasticitate, activitate etc ) Dacă obiectul trebuie să mențină o stare de sterilitate pentru o perioadă de timp, acesta trebuie să fie ambalat corespunzător înainte de sterilizare, iar dispozitivele medicale, în plus, sunt supuse dezinfectării și curățării pre-sterilizare (aceste măsuri au ca scop prevenirea infecțiilor nosocomiale la pacienți și personal) în contact cu astfel de dispozitive) Pentru ambalarea produselor medicale sterilizate se folosesc tipuri speciale de hârtie, cutii de sterilizare (bixes), ambalaj dublu calico moale etc Perioada de valabilitate a unui produs steril depinde de tipul de ambalaj: în cutii fără filtru și dublu ambalaj moale - zile, în pergament sau cutie cu filtru - zile Metode termice Metodele fizice de sterilizare includ acțiunea temperaturii ridicate, radiațiile ionizante, filtrarea prin filtre de colodion Principalele moduri de sterilizare termică a obiectelor sunt date în tabel Pe lângă acestea, există și alte metode de sterilizare termică De exemplu, sterilizarea într-un mediu de sticlă fierbinte (așa sunt sterilizate freze dentare, părți de lucru ale sondelor, mistrii și alte instrumente dentare) Controlul sterilizării la căldură Procesul de sterilizare este controlat prin mai multe metode: ) în funcție de citirile instrumentelor (presometre și vacuometre, termometre, cronometre); ) folosind teste fizico-chimice (împreună cu materialul care se sterilizează, în aparat se pun fiole cu cristale de substanțe sau indicatori termochimici din hârtie specială; la temperatura potrivită, substanțele se topesc, iar indicatorii își schimbă culoarea); ) testele biologice (sticle cu șervețele sau discuri de hârtie înmuiate într-o suspensie dintr-un microb care formează spori rezistent la căldură (Bacillus stearotermophilus pentru controlul sterilizatoarelor cu abur sau Bacillus licheniformis pentru controlul sterilizatoarelor cu aer) se pun în aparat, iar după sterilizare sunt incubate într-un PB, care, dacă sporii mor, nu ar trebui să fluctueze) Termometrele maxime, testele fizico-chimice și biotestele sunt amplasate în anumite puncte ale aparatului Indicatorii funcționării eficiente a echipamentului de sterilizare sunt: lipsa creșterii culturii de testare în combinație cu rezultate satisfăcătoare ale controlului fizic și chimic Expunerea la radiații ionizante Tratamentul cu raze ionizante ("sterilizarea la rece") este cea mai promițătoare metodă de sterilizare, deoarece este posibilă automatizarea completă a tuturor proceselor Sterilizarea se realizează în ambalaje comerciale, ceea ce asigură durata de conservare a materialului steril Instalația este o cameră de beton cu pereți groși pentru a proteja personalul de radiații După procesare, materialul este monitorizat pentru radioactivitate reziduală Această metodă sterilizează instrumentele chirurgicale, produsele din plastic (de exemplu, seringile de unică folosință), vaccinurile, serurile terapeutice și multe medicamente Filtrare Pentru sterilizarea lichidelor se folosesc filtre de colodion, al căror diametru al porilor este mai mic decât dimensiunea virușilor Această metodă este utilizată în producția biotehnologică la fabricarea vaccinurilor, serurilor imune, soluțiilor de antibiotice, bacteriofagelor și a altor materiale care nu sunt potrivite pentru metodele de sterilizare termică sau de altă natură Filtrarea prin rezervor Tabelul Metode de sterilizare termică Metodă Mod aparat (temperatură, timp, presiune)* Material de sterilizat Metode unice Aprindere Lampă cu alcool, arzător cu gaz La căldură roșie Bucle bacteriologice, instrumente metalice mici Aer cald Sterilizator cu aer °C, min ( °C, min) Sticlărie, pipete, vată, talc, ulei de vaselină, instrumente metalice Abur sub presiune ( atm = = , MPa = = , kgf/cm )** Sterilizator cu abur (autoclavă) °С, min - presiune atm ( °С, min, atm) Medii nutritive simple (PB , PA), material infecțios, produse din sticlă, metal, cauciuc sau latex, halate, lenjerie, mănuși, pansamente și suturi, unele medicamente etc Sterilizare fracționată (tindalizare)*** Sterilizator cu abur curgător cu supapă de evacuare deschisă °C, oră pe zi Lapte, mediu și medicamente cu carbohidrați, alte medicamente Încălzire blândă Baie de apă cu termostat - ° C, zile: zi ore, alte zile timp de oră Fluide proteice (medii nutritive care conțin proteine, ser sanguin, lichid ascitic) Notă * - sunt date unele dintre modurile posibile; ** - factorul de sterilizare nu este presiunea, ci temperatura aburului; *** - sterilizați fracționat obiectele care pot fi un substrat nutritiv pentru microbi (între expuneri, obiectul este lăsat într-un termostat la ° C sau temperatura camerei pentru germinarea sporilor) Formele vegetative rezultate ale microorganismelor sunt distruse în timpul încălzirii ulterioare filtrele termice (azbest, celuloza) nu sunt strict sterilizante, deoarece aceste filtre au pori mai mari Virușii și formele filtrabile de bacterii pot trece prin ele Metode chimice de sterilizare Sterilizarea cu solutii chimice Această metodă este auxiliară, deoarece produsele nu pot fi sterilizate în ambalaj, iar la sfârșitul procesului trebuie spălate cu un lichid steril (de exemplu, apă de băut), care încalcă regulile de asepsie și poate duce la contaminare secundară a produselor Aceste metode sunt folosite pentru produsele care nu pot fi sterilizate prin alte metode (datorită labilitate termică, proiectare etc ) Sunt utilizate diferite moduri de sterilizare, de exemplu: Soluție de peroxid de hidrogen %, expunere ore (produse din materiale polimerice, sticlă, metale rezistente la coroziune); Soluție , % de Pervomur, expunere min (material de sutură pentru ligatură) Condițiile obligatorii sunt: imersarea completă a produsului în soluție (cu umplerea canalelor și cavităților) și temperatura soluției de cel puțin °C După sterilizare, toate manipulările sunt efectuate respectând strict regulile de asepsie (scoate din soluție cu pensete sau pense sterile, spălate cu lichid steril) Dacă produsele nu sunt folosite imediat după sterilizare, atunci acestea sunt plasate într-o cutie sterilă cu cearșaf steril și păstrate nu mai mult de zile Sterilizarea cu gaz Această metodă este utilizată pentru prelucrarea opticilor, stimulatoarelor cardiace, echipamentelor complexe (dispozitive de bypass cardiopulmonar), produselor din polimeri, sticlă și metale Se utilizează oxid de etilenă sau un amestec de OB (oxid de etilenă cu bromură de metil), ozon și, de asemenea, vapori ai unei soluții de formaldehidă în alcool etilic, care sunt umplute cu sterilizatoare cu gaze staționare sau anaerostate portabile Pentru a menține temperatura ( sau °C), anaerostatele sunt plasate într-un termostat sau o baie de apă Pentru ambalare se utilizează folie de polietilenă (două straturi), pergament și material special de ambalare Alegerea metodei și modului de sterilizare cu gaz depinde de tipul de produs care trebuie sterilizat (de exemplu, diferite produse sunt sterilizate cu un amestec de OB de la la ore) Produsele sterilizate cu gaz se folosesc dupa expunerea lor (timp de - de zile) intr-o incapere ventilata Perioada de conservare a sterilității pentru produsele în ambalaje din folie de polietilenă este de ani, pergamentul sau hârtie este de de zile Controlul procesului se realizează în funcție de citirile instrumentelor (termometre, vacuometre de presiune), iar controlul eficacității sterilizării se realizează cu ajutorul biotestelor Controlul sterilității dispozitivelor medicale Controlul produselor sterilizate în unități medicale se realizează în mod special cutii complet echipate cu pre-cutii, cu respectarea condițiilor aseptice care exclud posibilitatea contaminării secundare a produselor cu microbi În cutii se folosesc iradiatoare bactericide, suprafețele sunt tratate cu detergenți și dezinfectanți, aerul este furnizat în cutie prin filtre bacteriene Înainte de a intra în cutie, personalul laboratorului se spală bine pe mâini, se îmbracă cu salopete sterile (halate, huse de pantofi, pălării, mănuși, măști cu straturi) în anticameră În procesul de lucru în cutie, se verifică contaminarea aerului: două vase cu agar nutritiv sunt deschise pe masa de lucru timp de minute, care sunt apoi incubate timp de de ore la ° C (nu mai mult de trei colonii de se lasă să crească saprofitele care nu formează spori) Probele pentru cercetare (cel puțin % din numărul de produse sterilizate simultan din același pachet) se prelevează de către un asistent de laborator al Serviciului Sanitar și Epidemiologic Central de Stat, un dispensar sau o asistentă sub supravegherea unui angajat al laboratorului bacteriologic Controlul sterilității se realizează prin însămânțarea directă (imersia) a produselor în medii nutritive (produse mici sau părți de produse detașabile - în întregime, din material de sutură sau pansament - fragmente tăiate) Sterilitatea produselor mari este controlată prin metoda de spălare Două medii trebuie inoculate cu materialul - tioglicol (pentru creșterea bacteriilor) și mediu Sabouraud (pentru creșterea ciupercilor) Inoculările pe mediu tioglicol se mențin la °C, pe mediu Sabouraud - la °C timp de zile (pentru produse după sterilizare la căldură) În absența creșterii în toate eprubetele (fiolele), se face o concluzie despre sterilitatea produselor Organizarea, dotarea și modul de funcționare a laboratorului de microbiologie Organizarea laboratorului In functie de scop, laboratoarele microbiologice pot fi bacteriologice, parazitologice, micologice, virologice, imunologice si speciale (pentru diagnosticarea infectiilor deosebit de periculoase) De regulă, un laborator de microbiologie include următoarele premise: ) cameră de pregătire pentru pregătirea sticlei de laborator, pregătirea mediilor nutritive și alte lucrări auxiliare; ) spălare; ) autoclavă, în care mediile nutritive și sticlăria de laborator sunt sterilizate; ) o cameră pentru preluarea materialului de la pacienți și purtători; ) încăperi pentru studii microscopice și microbiologice, inclusiv una sau două cutii; ) instalații pentru decontaminarea materialelor reziduale Animalele de laborator utilizate pentru probele biologice sunt ținute într-o cameră separată izolată (vivarium) Este de dorit ca încăperile laboratorului să fie impracticabile Pentru confortul spălării și dezinfectării, pereții sunt vopsiți cu vopsea ușoară în ulei sau gresie, iar podelele sunt acoperite cu linoleum Materialul infecțios este examinat într-o cameră separată Pentru lucrările care necesită respectarea regimului microbiologic (inocularea materialului pentru sterilitate, infectarea culturilor de țesuturi, embrioni de pui etc ), este necesară o cameră specială (cutie), suprafața care ar trebui să fie suficientă pentru doi oameni să lucreze Înainte și după lucru, boxul este tratat cu soluții dezinfectante și iradiat cu lămpi bactericide Echipament de laborator Mobilierul de laborator trebuie să fie simplu și confortabil Mesele de laborator acoperite cu email special, linoleum sau alte materiale usor dezinfectate sunt amplasate langa ferestre Culturile de microorganisme sunt depozitate în frigidere sigure Echipamentul principal al laboratorului bacteriologic îl constituie aparate pentru diferite tipuri de microscopie, dispozitive de încălzire (arzătoare cu gaz și alcool, cuptoare electrice etc ), termostate, frigidere, dispozitive de sterilizare (sterilizator, aparat Koch, cuptor Pasteur, bobinator etc ) , centrifuga , aparat de distilare etc Pentru a evita intrarea materialului in gura, se recomanda folosirea unei pipete automate sau a unei pipete cu bec de cauciuc Echipamentul unui laborator parazitologic aproape nu diferă de echipamentul unui laborator bacteriologic și, în plus, include un micrometru ocular și o etapă de încălzire pentru un microscop Preparatele pentru scaune trebuie pregătite într-o hotă Deșeurile sunt neutralizate prin fierbere, sterilizare sau soluții dezinfectante Laboratorul micologic include, pe lângă echipamentele necesare unui laborator bacteriologic, instrumente pentru preluarea și prelucrarea materialului - mașini de tăiat unghii, linguri Volkmann, spatule, "sulițe" din metal refractar, ace de disecție pentru despicarea părului și solzi Mesele de laborator din laboratorul micologic sunt acoperite cu pahare, sub care se pun foi de hârtie albă și neagră pentru o mai bună examinare a culturilor fungice și a pigmentului coloniilor studiate Eliminarea deșeurilor se realizează în același mod ca și în laboratoarele bacteriologice Laboratorul imunologic este dotat cu termostate, frigidere, ustensile și instrumente necesare efectuării reacțiilor serologice în cantități de masă Dispozitivul și echipamentul unui laborator virologic este oarecum diferit de unul bacteriologic camera virolo Laboratorul ar trebui să includă o cutie cu o pre-cutie, separată de un perete despărțitor de sticlă, unde se lucrează cu culturi celulare și embrioni de pui Pe lângă ustensile și echipamente convenționale, camere de congelare profundă și ultraprofundă (cu o temperatură de - ° C), camere frigorifice (cu o temperatură de - ° C), centrifuge cu o viteză de rotație de - rpm și mai mult pentru curățarea virusului din substanțele de balast și concentrația acestuia, precum și omogenizatori pentru măcinarea țesuturilor, un ovoscop, arzătoare pentru etanșarea fiolelor, o pompă de vid Inainte de lucru, incinta se dezinfecteaza in acelasi mod ca si cutia laboratoarelor microbiologice Spațiile sunt tratate numai cu o metodă umedă folosind soluții dezinfectante și lămpi bactericide Reguli de lucru în laborator Personalul de laborator este prevăzut cu halate medicale, eșarfe sau șepci În cutii se lucrează în halat steril, șapcă și mască de tifon, iar la deschiderea animalelor își pun șorțuri din pânză uleioasă, mâneci și mănuși de cauciuc Salopeta protejează lucrătorul și previne, de asemenea, contaminarea materialului de testat cu microfloră străină Este strict interzis să mănânci și să fumezi în laborator Nu permiteți mersul inutil, mișcările bruște și conversațiile străine Locul de muncă în procesul de cercetare este păstrat în perfectă ordine Buclele bacteriologice sunt neutralizate prin calcinare într-o flacără a arzătorului; spatulele folosite, paharele, pipetele și alte instrumente se pun în borcane cu o soluție dezinfectantă După încheierea lucrărilor, mediile nutritive cu culturi sunt plasate într-un termostat, culturile de muzeu - în frigidere sigure, instrumentele și aparatele sunt instalate în locuri special desemnate pentru acestea Mesele sunt șterse cu o soluție dezinfectantă, iar mâinile sunt spălate bine În cazul contactului accidental al materialului de testat sau al culturii de microorganisme pe mâini, masă, halat sau pantofi, tratați-le imediat cu o soluție % de cloramină Reguli de lucru în laboratorul microbiologic cu regim special Înainte de a intra în laborator, toți angajații își scot îmbrăcămintea exterioară în dressing, iar în camera alăturată cu dulapuri individuale - restul hainelor și lenjeriei, își îmbracă pijamale, halat medical, eșarfă, șosete și papuci (setul ) - costum de protecție tip ) Când lucrează într-o cameră secțională, se îmbracă un costum anti-ciumă (setul ), un al doilea halat secțional, o cască, o mască din tifon de bumbac, mănuși de cauciuc ki, șorț și mâneci din pânză uleioasă Ochelarii de protecție sunt folosiți pentru a proteja ochii Un costum anti-ciumă de primul tip se îmbracă în următoarea ordine: ) salopetă, ) șosete, ) cizme, ) cască, ) halat anti-ciumă, ) mască din tifon de bumbac (tampoanele de bumbac sunt plasate peste aripile nasului), ) ochelari de protecție - conserve, ) mănuși, ) șorț și mâneci din pânză uleioasă (îmbrăcați când lucrați în secțional) O persoană care lucrează cu materiale infecțioase ar trebui să aibă un prosop umezit cu o soluție de Lysol % La sfârșitul lucrării, mâinile cu mănuși sunt scufundate într-o soluție de Lysol % timp de minut, mâinile sunt tratate în același mod după îndepărtarea fiecărei piese de îmbrăcăminte Costumul anti-ciumă se scoate în ordine inversă, cu excepția mănușilor, care se scot ultimele, se pliază cu suprafața exterioară spre interior și se scufundă într-o soluție % de Lysol sau % soluție de cloramină timp de ore pus în alcool % După autopsia cadavrelor, instrumentele și seringile sunt fierte în Lysol timp de cel puțin de minute Toate deșeurile și carcasele de animale sunt arse sau sterilizate APLICARE Metode de diagnostic de laborator al infecției virale Patogen Forma nosologică Sindrom principal Material pentru cercetare Izolarea tulpinii virale Diagnosticare serologică Diagnosticare expresă Sistem de izolare live Rata de replicare a virusului Identificarea virusului Ortomixovirusuri umane Gripa Febră, toxicoză, simptome de inflamație a tractului respirator superior Lavaj nazofaringian, sânge, material secțional Embrioni de pui Culturi celulare (primare - rinichi embrionari de om, vițel, câine, fibroblaste de embrioni de pui; transplantat - MDSC) Animale de laborator sensibile (alb) șoareci, hamsteri, dihori) Moartea sau subdezvoltarea embrionului, toxicoza capilară, formarea plăcii pe CAO RTGads, RGA, CPD Manifestări clinice ale infecției și moartea animalului; modificări ale traheei, bronhiilor, țesutului pulmonar; RGA RTGA, PH RTGAds, RTGA, PH, RIF, ELISA RTGA, PH, RSK, ELISA RIF, ELISA, RONGA Continuare aplicația Agent patogen Forma nosologica Sindrom principal Material de cercetare Izolarea tulpinii virale Diagnosticare serologica Diagnosticare expres Sistem de izolare live Rata de replicare a virusului Identificarea virusului Viruși paragripal (tipurile - ) SARS (para-gripa) Febră, laringotraheită (simptome de inflamație a tractului respirator superior și mediu) Lavaj nazofaringian Culturi celulare (primare - rinichi de maimuță rhesus, embrion uman; transplantat - HEp- , CV) , Vego etc ) RGads, RGA RTGA, PH, RTGAads RIF, IFA RTGA, RSK, PH, RTGAads IFA RIF Embrioni de pui RGA Virus respirator sincițial ARVI Febră, simptome de inflamație a căilor respiratorii superioare, în cazuri severe pneumonie Lavaj nazofaringian, spută, material secțional tip de formare simplast RIF, PH, RSK PH, RIGA, RIF, RIA, RSK RIF, ELISA, RONGA Virusul oreionului Oreion Febră, umflarea glandelor parotide Salivă, urină, lichid cefalorahidian Culturi celulare (VNK- \, Vego, FL, IMK, Z- , HeLa etc ) RSK, RIF RIF Virus febră rujeolă, eliminare din embrioni de pui Culturi celulare RHA CPD după tipul RIF, PH, RTGA, RSK, RTGAds PH, RTGA RIF erupție cutanată rujeolă (maculo-nazofaringian papular), ki, sânge, rinichi de maimuță, RGA tulburări ale urinei, sec- sau umane; funcțiile sistemului nervos central transplantabile - material FL, KV, Néa, L, Vero, MS, BSC- ) Virus Polio- Absenta Nu este respins- Purtatorul virusului este detectat intamplator situsurile clinice ale poliomielitei manifestări de mielită (forma inaparentă) Simptome gastroenterita nazofaringe- (primara - degenerare; fără afectarea ki-ului, rinichii maimuțelor, care formează plăci SNC (potasiu abortiv, transplantat - activitate generală; naya, sânge visceral, Vero, HeLa, CV, test de culoare forma naya și urina RD, Detroit- , DR-) Simptome Flushing HEp- , etc ) afectarea nervilor din nas sistemul Noe al faringelui, Continuare aplicația Agent patogen Forma nosologica Sindrom principal Material de cercetare Izolarea tulpinii virale Diagnosticare serologica Diagnosticare expres Sistem de izolare live Rata de replicare a virusului Identificarea virusului (fecale paralitice, forma cerului) sânge, urină, cum- hoț, secțional material Virusul SARS, Simptome de înroșire de la nou-născuți Paralizie flască, PH PH, RSK IEM Herpesul Coxsackie al nazofaringelui - subdezvoltarea șoarecilor albi, A - chesky sau alt siki, sânge, moarte tipuri de angină, tulpini (respirație-urină, fe- meningita, vitel, ser- calia lichior miocardico-vascular, curent - degenerare RD; Dit stop, secțiune nervoasă - formarea plăcii - etc ) Virusul SARS, Același Aceiași Nou-născuți Spastic pas- PH PH, RSK IEM Coxsackie meningita soareci albi ralychi, moarte В - mialgie, culturi de celule CPP - PH total tipuri de miocardic-Vego, HEp- , degenerare; dit, pan-HeLa, RDnjip ) care formează plăci- activitate creativă; mostra de culoare Virus ARVI, Simptome conform - " Cultură celulară CPD - complet PH PH, RSK IEM Meningită ECHO Enterovirus- Hepatită A Infecții ale tractului respirator superior și mijlociu, sistemul nervos Icter Ser de sânge (Vego, HeLa, HEp- etc , rinichi primari de maimuță, embrion uman Metodele disponibile pentru utilizare într-un laborator practic nu sunt dezvoltate degenerare RIA, ELISA IEM, ELISA, RIA Rinovirusuri umane (peste ) SARS Simptome de inflamație catarală a căilor respiratorii superioare Descărcări ale mucoasei nazale, lavaj din nazofaringe Culturi de celule umane (pentru //-tulpini: culturi primare de rinichi embrionari umani; diploid - I</- , transplantat - HeLa, HEp~, CV), maimuțe (pentru tulpini M) CPP după tipul focal PH, RSK PH, RSK RIF Recidiva virală- Crize convulsive, para- Secțional- Organe cul- Măsuri de încetare- PH, PH, RIF, ci- litchi rabic, material letal (CNS), saliva turii traheale a activitatii embrionare umane a epiteliului traheal RIF, RPG RIF, RPG toscopia (corpii Babes-Negri) Continuare aplicația Agent patogen Forma nosologica Sindrom principal Material de cercetare Izolarea tulpinii virale Diagnosticare serologica Diagnosticare expres Sistem de izolare live Rata de replicare a virusului Identificarea virusului Paralizie sensibilă, moarte, animale (noile corpuri ale lui Babesh- şoareci albi născuţi sau adulţi) Negri în SNC Virusul rubeolei Febră, sânge, Culturi celulare Interferență, PH, RSK, - rubeolă umflarea posterioară de la (VNK- A, Vero, RTGA care formează plăci, RTGA cervical, nazofaringian- HEp- , HeLa, paletă, CPP, RHA RIF PH, local, okoloki, urină, FL etc ) RIF ureche și alte băuturi alcoolice, noduli limfatici; mostre erupție cutanată a țesutului fetal Corona- ARVI, Simptome de re- Mucus de la encefalita sensibilă, hy- Nu aparat de ras- PH, RSK RIF virusuri gastroencefalitei nasului superior, animale (tocilari Novobel le pierde departamentele dys- tampoane de la bebelusi nascuti hatelny ways soareci nazofaringieni) tic si gastroenteca, fecale - laborator de cultura celulara CPP (lent) ritali (I - , L ) Culturi de organe tururi ale traheei active embrionare rion al epiteliului traheal uman, EM Simptome Reoviru-ARVI Flushing din cultura de celule CPP ( - th sy (tipurile - ) inflamație a tractului respirator superior, diaree a nazofaringelui, fecale, sânge (primar - rinichi umani, maimuțe rhesus transplantate - CV, HeLa, BSC-{, L) zi), RGA PH, RIF RTGA, RSK Rotavirusuri Gastroenterită Simptome ale gastroenteritei Fecale Șoareci nou-născuți Paralizie, moarte PH PH, RSK, ELISA, RIA IEM, RIF, ELISA, RIA HIV SIDA Imunodeficiență Sânge, biopsii de măduvă osoasă, puncție ganglionară, material seminal, lichid cefalorahidian, material secțional H (limfocite), MT- , MT- (limfocite din vena ombilicală transformată) Formarea simptomatologiei, RIF RIF, EM ELISA, RIF, RIA PCR Parvovirusuri Diverse Diverse Ser sanguin, celule mononucleare din sângele periferic, măduvă osoasă, splina fetală, sânge din cordonul ombilical, sânge periferic, RIF RIF stimulat cu eritropoietină, PCR, hibridizare ADN ELISA, ELISA PCR, imunoblot Continuare aplicația Patogen Forma nosologică Sindromul major Material de cercetare specimene de biopsie ale bursei sinoviale etc Izolarea tulpinii virale Sistem de izolare live Rata de replicare a virusului Identificarea virusului Diagnosticul serologic Metodele disponibile pentru utilizare într-un laborator practic nu au fost dezvoltate Diagnosticare Express Virusurile hepatitei D, C, E, G hepatită Icter Ser ELISA, RIA, RIF IEM, PCR Arenavirusuri patogeni pentru oameni Nu există metode disponibile pentru utilizare în laboratorul de practică Febră virală - Hemoragie severă - Flushing de la cultura celulară CPD RIGA, RSK, Lassa ka Lassa ragic linozofaringe- (£, Vego, HeLa, RIF, RIGA, febră mare, sânge, VNK- A, per-PH, RSK RTNGA, Virus Argentina letal LCR, cul- RIF Urina din frunze de Junin, bucăți de pui fibroblaste pleurale de dihor) Virus bolivian - lichid Machupo ska li - secțional - material de dihor RIGA Seroză virală- Simptome în sânge, convulsii sensibile, moarte RIGA, PH, RSK - LCM SNC meningită LCR, material în secțiune Animale de laborator (șoareci albi nou-născuți și adulți) PH Toga- Encefa- Febră, he- Sânge, Culturi celulare CPP, placă- RTGA, RTGA, RIGA virusuri* aprinse, meningoencefalită, febră (hemoragică, galbenă, dengue) erupții cutanate moragice, icter, paralizie a lichidului cefalorahidian, urină, material secțional (primar - rinichi de hamster, embrioni de pui și rață, transplantați - VYa / G- , PS, SPEV , Vero , BSC- HeLa) educație, RGA RIGA, PH PH, RSK, RRG, RIF Virusul febrei hemoragice din Crimeea Febră hemoragică din Crimeea Febră Sânge, urină, material în secțiune Șoareci albi nou-născuți Paralizie, moarte RSK, RIGA, RDPA, PH RSK, RDPA Virusul febrei tantarilor Febra tantarilor (papata-chi) Febra Sange Soareci albi neonatali Paralizie, moarte PH CSC - Continuare aplicația Agent patogen Forma nosologica Sindrom principal Material de cercetare Izolarea tulpinii virale Diagnosticare serologica Diagnosticare expres Sistem de izolare live Rata de replicare a virusului Identificarea virusului Adenovi-ARVI, Febră, Flushing din cultura celulară a CPD în grămadă - RGA, RSK, EM, ché- simptome de conjunctivită ale SOC- conjunctivită (tip primar sau proeminent de RTGA, PH, IEM, loveka activit arzătoare, diploide - PH, RSK RTGA RIF, (Primele diviziuni ale rinichilor melonofaringe umane, ELISA -a hatelny farts, feka- HeLa) tipuri) tei, conjunc- LII tivit Virus Herpes Febră, w- Conținut Culturi celulare CPD, PH, CSC, RIF, zicular simplu stors (practic intranuclear RIF, PH, RWG EM, cy- erupție cutanată cu herpes, vezicule, toate incluziunile cunoscute, toscopia RIF ELISA ( , spălări de conjunctivită și culturi de lipici- (dezvăluit- tipuri) curent de răzuire, mai des intern cu con- Detroit-b, KV, riader- junctivă, BSC- , Vego, inclusiv cornificare - RAIviNp ) cheniy), pui, saliva, urină, embrioni de pui - Formarea plăcilor - PH PCR sânge, sunt pe Khao lichid cefalorahidian, material sectiune - TAr \ UQ P Soareci albi nou-nascuti Iepuri - convulsii, paralizie, moarte keratoconjunctivita PH ICprldJl camera mijlocie mit, paralizie, Virus Varicela, ve- Soder- ochi sau cornee scarificată Culturi celulare CPD moarte după tip syn-RIF RSK, RIF, varicela - herpes zoster variola, herpes zoster erupții cutanate ziculare și durere ascuțită de-a lungul nervilor intercostali apăsarea veziculelor, lavaj nazofaringian, sânge (tulpini primare, diploide și transplantabile de origine umană și maimuță, cel mai adesea - HeLa, Vego, BSC-X etc ) cytium, incluziuni intranucleare, corpi Arra-gao, IP RIF EM Citom-Embrio-Hidrocefalie Eliminare din cultura de celule CPE prin syn- PH, RSK, PH RIF, nopatie cu halovirus și alte malformații ale nazofaringelui, sângelui, urinei, materialului secțional; leucocite din sângele periferic; material obținut prin biopsie (primar - din fibroblaste și plămâni ai unui embrion uman; transplantat - Vego', diploid - I - ) citium, incluziuni intranucleare de RSC, RIF EM, citoscopie (detecția incluziunilor intranucleare) Încheiați aplicația Agent patogen Forma nosologica Sindrom principal Material de cercetare Izolarea tulpinii virale Diagnosticare serologica Diagnosticare expres Sistem de izolare live Rata de replicare a virusului Identificarea virusului Virus Natural - Febră, pu- Sânge, Pui Blyashkoobrazova - RPG, RTGA, EM, variolă erupție cutanată la scaun saliva, embrioni la KhAO, RGA RSK RSK, RIF noah pox flush de la PH, nazofaringe, conținutul culturilor de celule vezi-CPE, incluziuni RTGads, ELISA cool și (HeLa, KV, Vero, (corpuri Gvarni-RPG) pustule, pockmarks BSC-X etc ) eri), RGads Hepadna- Hepatită Icter, febră- Sânge Metode disponibile pentru aplicare în practică - REEF, WIEF, Virusul V** radka, care încalcă laboratorul, nedezvoltat de ELISA, RPG, funcția RIM, RONGA, ficat RIGA ELISA, RIM, PCR Notă * Togavirusurile includ virusuri a (encefalomielita ecvină venezueliană, estică și occidentală americană, O'Nyong-nyong, Mayaro, Pixun, Semliki, Sindbis, UNA), flavivirusuri (complexe de virusuri transmise de căpușe și encefalită japoneză, febră galbenă, febră dengue) ) ** Se folosesc teste de laborator suplimentare: determinarea nivelului aminotransferazelor serice si a cantitatii de globuline Orez Agentul cauzal al ciumei într-un frotiu de sânge colorat cu albastru de metilen Orez Bacteriile colorate Gram: a - stafilococi; b - streptococi; c - gonococi; g - Escherichia Orez Mycobacterium tuberculosis, colorat conform Ziehl - Nielsen: a - în cultură pură; b - în microcultură (aranjare sub formă de împletituri); c - în spută Orez Corynebacterium diphtheria colorat cu acid acetic metil violet (a) și de Neisser (b) Orez Pneumococi pe pata Burri-Gypsum Orez Colonii pe mediul de diagnostic diferenţial McConkey: a - Escherichia; b - salmonela; c - enterococi; d - stafilococi Orez Semănarea unei bucle pe suprafața agarului nutritiv într-o cutie Petri pentru a izola o cultură pură Ko aleargă Orez Creșterea Proteus (o), Escherichia (b), Shigella (c), Salmonella (d) pe un mediu combinat (agar cu trei zaharuri care conține fier); K - mediu de control Kt K a c d e f Orez Creșterea Pseudomonas (o, b) și Escherichia (c-e) pe mediu Hugh-Leifson în condiții aerobe și anaerobe (test OF); K ? K - mediu de control Orez Multimicroteste pentru identificarea enterobacteriilor Orez Cutie anaerobă pentru cultivarea anaerobilor în atmosferă fără oxigen Orez Determinarea numărului de particule de fagi prin metoda straturilor de agar (pe fundalul creșterii continue a culturii indicator, sunt vizibile "coloniile negative" ale fagului) Orez Determinarea sensibilității la antibiotice: a, b - metoda difuziei pe disc: sunt vizibile zone de inhibare a creșterii de diferite diametre (pe mediul Muller-Hinton într-o cutie Petri de mm diametru); c - micrometoda de diluții în serie în godeurile tabletei (concentrația de antibiotice scade de la stânga la dreapta; - - numărul de culturi) y b % # + ~ A B ' ' •/ i S ГМкіШяЛЫиЛтЛяЛ t ■ L vL ' f ' e ? ■ D E, i F', G ТШМі' lGvi • И^тіі ' A I N Y )<•'Y "Y ' X 'Y' ,:g / Orez Reacția de hemaglutinare indirectă (micrometodă): în rândurile de godeuri A-H există diluții de ori (de la / la / ) a seruri de testare (în penultimul godeu, ser evident "pozitiv", în ultimul - evident "negativ"); în rândurile B și F, reacția este negativă, în rândurile /) și H - RIGA este pozitivă în titru / , Cu G - / , D - / , £ - / ; unele seruri (Ci G) dau așa-numitul efect de prozonă Orez Reacția de fixare a complementului: a - pozitivă; b - negativ Orez Celule epiteliale afectate de virusuri paragripale în tamponul nazofaringian al unui pacient (RIF indirect) Orez Test CAMP: accident vascular cerebral vertical - cultura Staphylococcus aesia LTSS ; mișcări orizontale: în partea de sus - un rezultat pozitiv; la mijloc - un rezultat negativ; dedesubt - reacție inversată (inhibarea hemolizei) Orez Fig Gonococi în scurgerea din uretră a unui pacient cu gonoree acută: a - colorați cu albastru de metilen; b - după Gram Orez Colonii de Yersinia (a) și Serrations ( ) enteropatogene pe agar selectiv CIN Orez Reacții hemolitice de Listeria în testul CAMP cu Staphylococcus aureus (placa stângă) și Rhodococcus (placa dreaptă): lovituri orizontale: în dreapta - Listeria ivapoviii; stânga sus - Listeria monocytogenes', stânga jos - Listeria innocula; mișcări verticale: pe cupa stângă - Staphylococcus aureus; în dreapta - Rhodococcus equi @ • Orez Colonii de bacili antrax (a) și Bacillus cereus (b) pe agar cu sânge Orez Manifestarea sifilisului și a agentului patogen al acestuia: a - șancru dur; b și c - treponem palid în descărcarea șancrului cu microscopie în câmp întunecat Orez RIF indirect în serodiagnosticul sifilisului (este vizibilă o strălucire specifică a treponemului din tulpină Nichols) Orez Borrelia în sângele unui pacient cu febră epidemică recidivante (colorație Romanovsky-Giemsa) Orez Corpi elementari de Chlamydia trachomatis în materialul de testat (RIF direct pe baza de anticorpi monoclonali luminescenți) Orez Detectarea antigenului citomegalovirus pp în leucocitele din sângele periferic al pacientului folosind anticorpi monoclonali marcați (RIF direct) Orez Corpurile lui Babesh - Negri în neuronii creierului (colorare conform lui Muromtsev) Orez Mucegaiuri Âspergillus spp într-o secțiune a plămânului cu aspergiloză invazivă (hifele ramificate dihotomic ale ciupercii sunt vizibile; colorarea hematoxilină-eozină) Orez Fungi Pepісіііііт marneffei în cultură pură Orez Morfologia Plasmodium falciparum într-un frotiu de sânge subțire colorat conform Romanovsky-Giemsa (forme care se dezvoltă succesiv): - eritrocit neafectat; - - trofozoiti tineri; , - trofozoiți maturi; - - schizonti maturi si maturi; - macrogamet matur (gametocit feminin); - microgamet matur (gametocit masculin) Orez Morfologia Plasmodium falciparum într-o picătură groasă de sânge colorată după Romanovsky-Giemsa (schemă) Orez Cryptosporodium (C parvit) când este colorat conform Ziehl - Nielsen (oochisturile roșii rotunjite sunt vizibile) Orez Toxoplasma gondii' a - tahizoiți; (b) chist cu sporozoiți (colorație Romanovsky-Giemsa); c - oopişti sporulaţi (preparat nativ) Orez Trypanosoma gambiense (colorație Romanovsky-Giemsa) Orez Trychomonas vaginalis (colorarea Romanovsky-Giemsa) Orez Morfologia Entamoeba histolytica: a - formează magna cu eritrocite în citoplasmă; b - trofozoit cu contrast de iod; c - chist Orez Balantidium coli: a - în pregătire când este în contrast cu iodul; b - în histologic secţiune de ţesut colorată cu hematoxilină-eozină Orez Ouă trematode: a - Fasciolopsis buski, b - Heterophyes heterophyes', c - Clonorchis sinensis', d - Paragonimus westermani Orez Ouă Schistosom: a - Schistosoma mansonr, b - Schistosoma japonicum; c - Schistosoma haematobium; d - Schistosoma intercalatum Orez Ouă cestode: a - Taepia spp și Echinococcus spp (nedistinge din punct de vedere morfologic); - Hymenolepis papa Orez Ouă de nematode: a - Enterobius vermicularis', b - Ascaris lumbricoides' / - fertilizat, - fără înveliș proteic, - nefertilizat Orez Clonorchis sinensis adult în căile biliare umane (colorarea hematoxilină-eozină) b Orez Adult Enterobius vermicularis în lumenul apendicelui uman (colorare cu hematoxilină-eozină) Orez Helminți tisulare (microfilarii): a - Wuchereria bancrofti; b - Biugia malaya; c - Loa loa; d - Onchocerca volvulus; d - Dipetalonema perstans; e - Mansonella orgardi (colorare de hematoxilină) CUPRINS LISTA DE ABREVIERI DE LA AUTORI SECȚIUNEA T INFECȚII BACTERIENE CAPITOLUL METODE DE DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIC Examen bacterioscopic Examenul bacteriologic Cercetare biologică Testarea serologică Teste diagnostice alergice Studiul stării imunitare a organismului Metode de diagnostic biologic molecular CAPITOLUL DIAGNOSTICUL MICROBIOLOGIC AL INDIVIDULUI INFECȚII E Coci Gram-pozitivi Baci și coci gram-negativi aerobi și microaerofile Baghete gram-negative anaerobe facultative Baghete gram-pozitive cu formă regulată, care nu formează spori Gram-negativ anaerob drept, curbat și spiralat bacterii Baci și coci Gram pozitivi formatori de spori Baghete Gram pozitive care nu formează spori de tip greșit formulare Micobacterii Aerob și microaerofil mobil spiralat și curbat bacterii gram-negative Spirochete Rickettsia și chlamydia Micoplasme Toxiintoxicatii alimentare de natura bacteriana SECȚIUNEA II INFECȚII VIRALE CAPITOLUL METODE DE DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIC Studiu virologic Testarea serologică Diagnosticul expres al infecțiilor virale CAPITOLUL DIAGNOSTICUL MICROBIOLOGIC AL INDIVIDULUI INFECȚII E Gripa Infecții virale respiratorii acute Infecții herpetice Variola naturală Infecții cu arbovirus Infecții enterovirale febra aftoasă Gastroenterita cu rotavirus Hepatită virală Rabia Infecția cu HIV (sindromul imunodeficienței dobândite) SIDA) Infecții cu narvovirus SECȚIUNEA MICOZE CAPITOLUL METODE DE DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIC Examenul microscopic Cercetări micologice Serologic, alergologic, biologic, histologic cercetare CAPITOLUL DIAGNOSTICUL MICROBIOLOGIC AL INFECȚILOR INDIVIDUALE Candidoza Alte micoze oportuniste Dermatomicoza Micoze profunde (viscerale) SECȚIUNEA IV INFECȚII PROVOCATE DE PROTOISTI CAPITOLUL METODE DE DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIC Examenul microscopic Studiu cultural Serologic, alergologic și biologic cercetare CAPITOLUL DIAGNOSTICUL MICROBIOLOGIC AL INFECȚILOR INDIVIDUALE Malaria Criptosporidioza Toxoplasmoza Tripanosomiaza Leishmanioza Giardioza Trichomonaza Amebiaza Balantidiaza SECȚIUNEA V HELMINTOZA! CAPITOLUL METODE DE DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIC Studii macro și microscopice Studii serologice și alergologice CAPITOLUL DIAGNOSTICUL MICROBIOLOGIC AL INDIVIDULUI INVAZIUNE Trematodoze Cestodoze Nematode SECȚIUNEA VI MICROBIOLOGIE SANITARĂ CAPITOLUL FUNDAMENTELE MICROBIOLOGIEI SANITARE EE Examen sanitar si microbiologic Regimul sanitar al instituţiilor medicale CAPITOLUL EFECTE ANTIMICRObiene Sensibilitatea microorganismelor la fizice și chimice influențe Organizarea, echipamentul și modul de funcționare a microbiologic laboratoare ANEXĂ Metode de diagnostic de laborator al infecției virale INSERT DE CULOARE 